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[…] Tell me your secrets  
and ask me your questions  
Oh, let's go back to the start  
 
Running in circles  
Coming up tails  
Heads on the science apart  
 
Nobody said it was easy  
It's such a shame for us to part  
Nobody said it was easy  
No one ever sa id it would be so hard  
 
Oh take me back to the start […]  
 
 
The Scientist (Coldplay)  
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“ E l misterio es la cosa más bonita que podemos experimentar.  
Es la fuente de todo arte y ciencia verdaderos”  
 
ALBERT EINSTEIN  
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1..  GG ENERALII DADES::  MII CC OO VII RUU S 
 
 
(Hollings, 1962)  
 
Los micov irus infe ct an hongo s tanto unice lulare s com o filame nto sos. Entre ello s  po de mo s 
enco nt rar gran  v arie dad de lo s genom as virale s prese nt e s en la naturale za (re tro v irus, RNA mo no y 
bicat e nario ) . So n sist em as de una alta sim plic idad, lo que hace que alguno s  de esto s virus esté n bien 
carac t e rizado s .  
Su carac t e ríst ic a princ ipal es la de tene r un ciclo de v ida intracelular . Estos virus han 
elim inado su ciclo lítico (o etapa extrace lular) com po rt ándo se co mo parásit o s intrac e lulares 
obligat o rio s, lo que hace que su prese nc ia pase no rmalm e nte desape rc ibida. De hecho , no fue hasta 
lo s año s 60 cuando se descubrió  este tipo de virus. Se cree que la ause nc ia de rutas extrac e lulares de 
trasm isió n puede ser debida a la facilidad que tienen para pasar de una c élula a otra mediant e los 
pro ce so s no rm ale s de interc am bio de info rm ac ió n gené t ic a en ho ngo s, como la fusió n de  hifas (o 
anast omo sis) o mediante co njugac ió n entre grupo s gené t ic am e nt e dife re nt e s y co m pat ible s.   
 
1.1  CARACTERÍSTICAS GENE RALES DE LOS MICOVIR US  
L a may o r parte po se e n geno ma RNA bicat e nario (dsRNA) encapsidado en part íc ulas 
isom é t ricas de 25 –  50 nm de diám e t ro .  
Las infec c io ne s causadas po r mico v irus se caract e rizan po r ser late nte s y persist e nt es. La 
late nc ia bene fic ia a la superv ive nc ia del ho spe dado r, mient ras que la persist e nc ia bene fic ia al virus, 
que care ce de infe c t iv idad.  
Lo s virus de ho ngo s parece n habe r co ev o luc io nado co n sus ho spe dado re s, ya que alguno s 
mico v irus puede n co nfe rir alguna vent aja adapt at iv a a su ho spe dado r (Ej. Feno t ipo killer en 
lev aduras) .  
Aunque la may o ría de lo s mico v irus no pro duce n un efect o dele t é re o (so n av irule nt o s) , se 
han d escrito caso s en los que el metabo lism o del ho spe dado r se puede ver afect ado . Así, algunos 
Micovirus: virus que infe c tan ho ngo s  
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mico v irus causan fenóm e no s de hipe r o hipov irule nc ia a lo s ho ngo s que infe ct an ( Ej. el Virus NB6 3 1 
de Cryphonectria parasitica) .  
Se han descrit o cuat ro fam ilias de mico v irus: Hypoviridae, Partitiviridae, Totiviridae  y  
Narnaviridae. Las dos últimas fam ilias se detallan en el siguie nt e apart ado .  En la figura 1 se muest ra 
un dendo gram a co n la  relac ió n filo ge né t ica de vario s  de  lo s mico v irus  co m parando las RNA 
po lime rasas depe ndie nt es de RNA co dific adas en sus genom as .  Se incluye n tam bié n lo s fago s RNA 
de la fam ilia Leviviridae , ya que filo ge né t ic am e nte están muy pró x im os a lo s virus de la fam ilia 
Narnaviridae.  
 
 
 
1.2  VIRUS EN S. cerevisiae  
E st e trabajo se ha llev ado a cabo c o n la lev adura S. cerevisiae . En ella puede n exist ir vario s 
tipo s de virus co n genom a RNA que se reco ge n en la Tabla 1.  
 
Figura 1. Dendrograma realizado a partir de las RNAs polimerasas dependientes de RNA de algunos 
micovirus. Se incluyen también algunos colifagos de la familia Leviviridae .  
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1.2.1  VIRUS CON GENOMA dsRNA 
L o s virus prese nte s en la lev adura co n este genom a pert e nec e n a la fam ilia Totiviridae .  
 
VIRUS L - A 
E l virus L - A es la espe c ie tipo  de la fam ilia. Este virus está prese nt e en la gran mayo ría de 
cepa s de S. cerevisiae . El geno ma t iene una única mo lé c ula de RNA de 4.6 kb que se encue nt ra 
encapsidada en una part íc ula ico saé dric a de 39 nm . Este RNA co dific a do s pro t e ínas, la prot e ína 
mayo rit aria de la cápsida ( Gag) de 76  kD a y una pro t e ína de fusió n, Gag- Pol, co n  activ idad RNA 
po lime rasa, de 17 0 kDa. Su ciclo de replic ac ió n es el típ ic o para virus co n  genom a  dsRNA , como se 
puede ver en el apart ado 4.2 .  
Algunas cepas de la lev adura secre t an una pro te ína letal para otras (tox ina killer ) , pero a la 
que es inm une la cepa produc t o ra. Esta pro te ína es tá co dific ada en  un dsRNA saté lit e del virus L - A ,  
llam ado M. Existe n dife rent e s varie dade s de M (M 1 , M 2 ,… M 28 ) depe ndie ndo de la cepa  (Wick ne r, 
199 6; Knipe , 2006 ) .  
 
Nombre Tamaño (kb)  Proteínas codificadas  
Genoma dsRNA  
L- A 4 . 6  Pro t eín a may o rit a ria de la cáp sid a Gag ( 76 kDa ) . 
   Proteín a min o r it a ria de l a cáp sid a Gag - Pol ( 1 7 0 kDa : RN A 
polimera sa ).  
M1,M2…M28  1 .8 –  2.0  Pro t eín a precu rso ra de la s  toxin a s  killer.  
L- BC  4 . 6  Pro t eín a s may o rit a ria s de la c áp sid a : 77 kDa y 73 kDa .  
Genoma ssRNA  
20S RNA 2 . 5  RN A polimera sa dep en d ien t e de RN A, p91 (91 kDa ) .  
23S RNA  2 . 9  RN A polimera sa dep en d ien t e de RN A, p104 (104 kDa ) .  
Retrovirus (Retrotransposones)  
Ty 1, Ty 2…Ty 5  5 . 9  TYA : precu r so r de las pro t eín a s may o rit a ria s de la cáp sid a .  
   TYA - TY B ( Gag- Pol, p ro t eín a de fu sió n ): pr ecu rso r de pro t ea sa , 
in tegra sa ,  tra n scrip t a sa rev er sa y RNAsa H .  
TABLA 1. Virus presentes en la levadura S. cerevisiae  
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VIRUS L - BC  
E st e virus está mucho meno s estudiado que el virus L - A. Frecue nt em e nt e lo acom paña en la 
mism a cepa, pero co n una cant idad de virio ne s infe rio r, aprox imadame nt e  unas diez vece s . La 
secue nc ia de este virus muest ra sim ilit ud co n L - A, espe c ialme nt e en los  do m inio s co nse nso de su 
po lime rasa (Brue nn, 1993 ; Wickne r, 1996 ) .  
 
1.2.2  VIRUS CON GENOMA  ssRNA  
A este grupo perte ne ce n lo s virus del géne ro  Narnavirus de la fam ilia Narnaviridae . Este 
géne ro da nom bre a la fam ilia, y h a sido el más estudiado durant e lo s último s año s, espe c ialm e nte 
en el labo rato rio en el que se ha desarro llado este trabajo .  
La fam ilia está fo rm ada por micov irus  co n geno m a RNA mo no c at e nario line al de po laridad 
po sit iva ((+) - ssRNA) . El tamaño del genom a  es relat iv am e nte peque ño , entre 2 y 3 kb , y co dific a só lo 
una pro t e ína, su RNA polim e rasa depe ndie nt e de RNA (RdRp, del inglé s RNA dependent RNA 
polymerase) . Lo más dest ac able de este grupo es que  no co dific an pro t e ínas de la cápsida. El hecho 
de carec e r d e cápsida prote ic a hizo que hast a el año 200 0 esto s virus no fueran co nside rado s co mo 
tale s, a pesar de replic arse y tene r carac te ríst ic as co m unes a otro s virus RNA  (van Rege nm o rte l, 
200 0 ) . El nom bre de la fam ilia, Narnav iridae , prov iene de Na cked R NA virus
L o s narnav irus de S. cerevisiae so n l o s siguie nt e s:  
 (virus RNA desnudo s) . 
Aunque esto s virus care cen de cápsida pr o t e ic a, no se encue nt ran despro te gido s en el cito plasm a, 
ya que lo s genom as se asocian co n sus RdRp  respec t iv as  fo rm ando com ple jo s ribo nuc le o pro te ic os, 
com o se detallará en el apart ado 3 .  
 
Este trabajo se ha desarrollado co n el virus ScNV - 2 0S , al que a part ir de aho r a designaré 
com o 20S RNA .  Se encue nt ra en la m ay or part e de cepas de labo rato rio de S. cerevisiae  y ha sido el 
más estud iado .  
 
Recie nte me nt e se ha descrit o otro  virus que po dría pert e ne c e r al  géne ro Narnavirus . Se 
trat a de Phytophtora infestans RNA virus 4  (PiRV - 4) . Este virus infe ct a el oom ic et o P. infestans , 
causant e de la ham bruna irlande sa de la patat a (F ry , 199 7) . Aunque este virus to dav ía no está 
acept ado po r el International Committee o Taxonomy of Viruses  (ICTV) como miem bro de la fam ilia 
ScNV- 20S: Saccharomyces  narnavirus 20S RNA   
ScNV- 23S: Saccharomyces  narnavirus 23S RNA  
Introducción     5  
 
Narnaviridae , tiene carac te ríst ic as muy sim ilare s al virus 20S RNA (Cai et al., 2009 ; Sm it h - Vik os, 
200 9 ) .  
 
En la fam ilia Narnav iridae , adem ás del géne ro Narnavirus , existe el géne ro Mi tovirus . Esto s 
virus no infe c t an S. cerevisiae , pero sí a otro s ascom ic et o s. Este géne ro se denom ina Mitoviru s 
porque lo s virus que lo co m po ne n se lo calizan en las mito co ndrias del ho spe dado r. Una de las 
carac t e ríst ic as más im po rtant e s de este géne ro es que mucho s de lo s ascom ice t o s infec t ado s po r 
ello s tiene n im po rt anc ia agríc o la, ya que causan enfe rm e dade s en l as plant as infe c t adas y a vece s, la 
prese nc ia de esto s virus pro vo c a cam bio s en la pato ge nic idad del ho ngo , dando lugar a fenó m e no s 
de hipe r -  o hipo v irule nc ia. Lo s mitov irus están ampliam e nte dist ribu i do s en la naturale za, y se 
puede n enco nt rar en ho ngo s q ue infe c t an cast año s ( Cryphonectria paras itica) , olmo s ( Ophiostoma 
novo- ulmi) , patat as ( Rhizoctonia solani ) y abeto s ( Gremmeniella abietina) . Actualm e nte exist e n 5 
espe c ie s  de mito v irus acept adas po r el International Committee on Taxonomy  of Viru ses (ICTV ) 
(Fauque t , 2005 ) .  
 
1.2.3  RETROTRANSPOSONES (R ETROVIRUS)  
L o s retro e le me nto s (ret ro v iru s, retro t ranspo so ne s y retro int ro nes) so n mo lé c ulas que 
utilizan la transc ript asa r ev e rsa para su pro pagac ión en la célula. En S. cerevisiae exist e n cinco 
retrov irus Ty1 –  Ty5  ( Transposon yeast ) . Estas part íc ulas se pro pagan de do s fo rm as:  
 
1.  E l RNA viral se  retrot ransc ribe a DNA, inte grándo se en el DNA genó m ico del hospe dado r. El 
nuev o RNA viral transcrit o a part ir de ese DNA sirv e co mo mRNA y se encapsida en nuevas 
part íc ulas virale s.  
2.  P ue de que el DNA inte grado no nece site ser inm e diat ame nt e transc rito , sin o que puede 
replic arse como parte del DNA celular y pro pagarse a más células do nde en algún mo me nto 
puede ser activ ado y transcrit o .  
 
Los retro v irus  gene ralm e nt e se encue nt ran en la fo rm a inte grada . Su secue nc ia tiene do s 
marco s de lect ura. El situado en 5 ’ (TYA) co dific a una pro t e ína G ag, precurso ra de la prot e ína 
mayo rit aria de la cápsida del retrov irus, y el situado en 3’ (TYB) co dific a la Pol, una pro te ína co n 
do m inio s pro t e asa, inte grasa, transc ript asa rev e rsa y RNAsa H.  
No se han enco nt rado cepas de S . cerevisiae en la naturale za sin retrot ranspo so nes Ty.  
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2..  LOO S NARNAVII RUU S 20S RNA YY  233 S RNA 
2.1  ANTECEDENTES HISTÓRI COS  
 
20S RNA se describió po r prim e ra vez en 197 1 po r Kado w ak i y Halv o rso n como una mo lé c ula 
de RNA mo noc at e nario cuy a sínt e sis aume nt aba en las c o ndic io ne s de estré s que induc e n la 
espo rulac ió n en S. cerevisiae . Po r su migrac ió n en gele s de acrilam ida y en gradie nt e s de sacarosa, 
se estable c ió que debía de tene r un co efic ie nt e de sedim e nt ac ió n de 20S (Kado w ak i y Halvo rso n, 
197 1 a; Kadow ak i y Halvo rso n, 1971 b) . Po st e rio rm e nte , se dem o st ró que el aume nt o del núme ro de 
mo lé c ulas no estaba relac io nado co n espo rulac ió n, ya que 20S RNA tam bié n se induc ía en células 
haplo ide s (Garv ik y Habe r, 197 8) . En 198 4 , Weso lo wsk i y Wick ne r describie ro n do s mo lé c ulas de 
dsRNA prese nt e s en el citoplasm a de algunas cepas de S. cerevisiae, W y T.  Estas nuev as mo lé c ulas 
no guardaban relac ió n con otro s dsRNAs prese nt es en la lev adura (L - A, L - BC)  y no estaban 
encapsidado s en virio ne s (Weso low sk i y Wickne r, 198 4 ) . Pero no fue hast a 1991 cuando tanto 20S 
RNA co mo W fuero n clonado s y secue nc iado s de fo rm a inde pe ndie nte por do s lab o rato rios 
(Mat sumo to y Wickne r, 1991 ; Ro drígue z - Co usiño  et al., 199 1 ) . Am bos result aro n ser do s fo rmas 
mo le c ulare s del mism o eleme nt o gené t ic o , un RNA line al de 2.5 kb que co dific aba una única 
pro t e ína de  829 am ino ác ido s, una RNA po lim e rasa depe ndie nt e de RNA. Po st e rio rm e nt e se 
demo st ró tam bié n que, de fo rm a sim ilar a 20S RNA y W, 23S RNA y T eran  tam bié n do s fo rm as 
mo le c ulare s del mism o elem e nto  (Est e ban  et al., 1992 ) .  
En 1995 se descubrió que 20S RNA se encue nt ra fo rm ando com ple jos ribo nuc le o pro t e ico s 
co n su po lime rasa de fo rm a sim ilar a lo que ocurría co n  23S RNA y p104 (Est e ban  et al., 199 4; 
García- Cué llar et al., 1995 ) . La fo rmac ió n de estos com ple jo s puede pro tege r al RNA de la 
degradac ió n po r nucle asas del hospe dado r, y a la po lime rasa de las pro te asas cito plásm át ic as. 
Mucho s virus co n genoma ss - (+ ) RNA fo rm an comple jo s co n su po lim e rasa para aum e nt ar la 
eficie nc ia de su replic ac ió n, ya que al estar junt o s el RNA y la pro t e ína, ésta no tiene que buscar su 
mo lde en un am bie nt e adv e rso como puede result ar el inte rio r del ho spe dado r  (Blume nt hal y 
Carm ic hae l, 1979; Meye r  et al., 1981 ) .  
 
En el año 2000 20S RNA apare c e designado co mo virus junt o a 23S RNA, fo rm ando part e de 
la fam ilia Narnaviridae  (van Rege nm o rt e l, 200 0) .  
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2.2  CARACTERÍSTICAS GENE RALES 
A co nt inuac ió n se resumen las carac t e ríst ic as princ ipale s de lo s virus 20 S y 23S RNA. To das 
ellas quedan reco gidas en la Tabla 2.  
EL GENOMA  
-  E s una molécula de RNA monocatenaria y lineal de polaridad positiva  de 251 4 nts  en el 
caso de 20S RNA y de 2891 nts en el de 23S RNA . Aunque inicialm e nt e se pro puso que 20S 
RNA era circular (Mat sum ot o  et al., 1990 ) , su line alidad fue dem o s t rada en 1992  y 
po st e rio rm e nte co nfirm ada e n 1998 ( Ro drígue z- Co usiño y Este ban, 199 2; Ro drígue z- Co usiño  
et al., 1998 ) .   
-  L a secue nc ia del RNA es rica  en G+C (casi un 60%), al co nt rario que su hospedado r , cuya 
secue nc ia es rica en A+U.  
-  Carac t e ríst ic as de lo s extrem os (Fig.  2 ):  
a)  Extremo 5’ : Las cinco prim e ras base s so n GGGGC… , co m ple me nt arias al extre mo 3’. 
To dav ía queda po r dete rmi nar si tiene n o no estr uc t uras cap, aunque to do s lo s dato s de 
lo s que dispo nem o s apoy an la ause nc ia de grupo s c ap.  
b)  Extremo 3’ : Las cinco últim as base s so n GCCCC, co n la po sibilidad de una adenina 
añadida po st - t ransc ripc ionalm e nte , que apare c e en alre de do r de un 30% de las 
mo lé c u las. Aunque es un  RNA mensaje ro (m RNA)  care c e de co la de po li( A) . La predic c ió n 
de la estruc t ura secundaria del extremo mediant e el pro gram a MFOLD  y nuestro s dato s 
expe rim e nt ale s, indic an que el extremo 3’ de am bo s virus  se plie ga en una estruc t ura en 
fo rm a de ho rquilla sim ilar a la que prese nt an cierto s co lifagos , como Qβ o SP (Ro drígue z-
Co usiño  et al., 1998 ; Mathe w s  et al., 199 9; Zuke r, 2003 ) .  
-  El genoma viral codifica solamente una proteína, p91  (20S RNA)  y p104 (23S RNA), que son  
sus RNA polimerasas correspondientes.  Su s ecue nc ia co dific ante ocupa práct ic am e nt e la  
to talidad del geno ma (Fig. 3 ). Las regio ne s sin traduc ir del geno m a, UTR ( Unstranslated 
Regions ) , so n extre m adame nt e co rt as: 12  y 6 nucleót ido s en 5’ y 12 y 59 nt en el extrem o 3’  
de 20S RNA y 23S RNA  (Ro drígue z- Co usiño  et al., 199 1; Este ban  et al., 1992 ; Ro drígue z -
Co usiño  et al., 1998 ) .  
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LA POLIMERASA  
-  L as po lim e rasas tiene n 91 y 104 kDa, po r lo que se denom inan p91 la de 20S RNA y p10 4 la 
de 23S RNA.  
-  Se ha co m pro bado  que p91  no sufre pro ce sam ie nto pro t eo lít ico po st - t raduc c ional (Garc ía-
Cué llar et al., 1995 ) , y po sible m e nte este tam po co ocurre en p104 .  
-  E n am bas pro te ínas  existe n regio ne s co n se nso conse rv adas en las RdRp  de virus co n 
geno mas RNA mo no c atenario de po laridad po sit iv a o de virus co n genom as de RNA 
bicat e narios (Kame r y Argos, 1984 ; Argo s, 1988 ; Po ch  et al., 1989 )  (Fig. 3 ).  
-  P e se a que 20S y 23S RNA no prese nt an ho mo lo gía a niv e l nucle ot ídic o, co n la exce pc ió n de 
una secue nc ia de 17 nts que es idént ic a en am bo s, las pro te ínas co dific adas en estas 
mo lé c ulas tiene n un elevado grado de co nse rv ac ió n que va más allá de las regio nes 
Figura 2. Estructura s secundarias de los extremos 5’ y 3’ de 20S  RNA y 23S RNA.  
Está n señ a la d o s lo s lu ga re s de in icio de la tra d u cció n de las polim era sa s 
resp e ct iva s p91 y p104 ( START) , así co mo el fin a l ( STOP ) .  
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c o nse nso de las po lim e rasas, lo que sugie re un orige n evo lut ivo com ún. Así, adem ás del 
inte rv alo de 150 am ino ác ido s que incluy e lo s mo tiv os carac t e ríst ic o s de las RdRp, indic ado s 
com o A, B, C y D en la f igura 3 , exist e n otras secue ncias en las que más de una 50% de los 
am ino ác ido s so n idént ic os en am ba s pro te ínas. Estas regio ne s  se indic an en la mism a figura 
com o 1, 2 y 3 y no ha sido enco nt rado s en otras RNA po lime rasas (Este ban  et al., 1993 ) .  
-   20S RNA y 23S RNA se unen a sus respe c tiv as RdRp para fo rm ar com ple jo s 
ribo nuc le o pro te ic os espe c ífic o s (Este ban  et al., 1994 ; García- Cué llar et al., 199 5 ) .  
-  Am bo s virus se lo calizan en el cito plasm a de su ho spe dado r, a dife re nc ic a de los mito v irus, 
que lo ha ce n en  las mito condrias (So ló rzano  et al., 200 0 ) .  
Características  20S RNA 23S RNA  
Tamañ o del genoma 2514 nt  2891 nt  
dsRNA asociado W  T  
5’ UTR  12 nt  6 nt  
3’ UTR  12 nt  59 nt  
Proteína codificada  p 91 p104  
Abundancia 90% c ep a s lab o ra t o rio 
20% c ep a s in d u st ria le s  
(E st eb a n y Rod rígu ez -
Co u siñ o , 2008)  
Sólo algu n a s cep a s de 
lab o ra t o rio y un 2%  
de  cep a s in d u st ria l es .  
Figura 3. Esquema de la organización genómica de los virus  20S RNA y 23S RNA . 
La lín ea su p e rio r corr esp o n d e al gen o ma vira l y la fl ech a a l a polimera sa cod if ica d a 
en él. Las regio n es marca d a s como A, B, C y D so n domin io s a lta men t e 
con ser va d o s en tre las Rd Rp vira les, mi en t ra s qu e las zon a s 1, 2 y 3 son regio n es 
m u y con ser va d a s en tre la s polimera sa s de a mb o s viru s.  
TABLA 2. Características principales de los narnavirus 20S RNA y 23S RNA  
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33 ..  LOO S CC OO MPP LEJJ OO S RII BOO NUU CC LEOO PP ROO TT EII CC OO S CC OO MOO  UU NII DAD VII RAL 
T al y co m o se com e ntó en el apart ado 1.2 .2 , tant o 20S RNA como 23S RNA se encue nt ran 
fo rmando com ple jo s ribon uc l e o prot e ico s en la célula. E sta es la fo rma en la que el virus se 
encue nt ra en el cito plasma de su ho spe dado r. Se co nside ra “unidad viral” al co m ple jo fo rm ado 
entre el geno m a viral y su RNA po lime rasa.  
L a fo rm ac ió n de los com ple jo s po lime rasa / RNA  de esto s virus se com pro bó en lo s año s 199 4 
y 1995 mediant e expe rime nt o s de co se dime nt ac ió n e inm uno prec ipit ac ió n  (Est e ban  et al., 1994 ; 
García- Cué llar et al., 199 5 ) .  
a)  Cosedimentación  
Cuando lisado s  celulare s parcialme nt e purific ados se s om e te n  a cent rifugac ió n en 
gradie nt e s de sacarosa, tant o p91 co mo p104 sedime nt an en las mism as fraccio ne s en las que lo 
hace n sus respe c t iv os RNAs. Esta sedime nt ac ió n depe nde  de la prese nc ia del genom a viral, ya que 
un trat am ie nto prev io con RNAsas mo dific a la mov ilidad de las pro t e ínas hacia fracc io ne s más 
lige ras del gradie nte , lo que sugie re una  asociac ió n entre el RNA y la po lime rasa.  
b)  Coinmunoprecipitación 
L a inte rac c ió n espe c ífic a  entre lo s genom as de 20S y 23S RNA co n sus respe c t ivas 
po l ime rasas  fue co nfirm ada inm uno pre c ipit ando 20S RNA, pero no 23S RNA con antic ue rpo s anti -
p9 1 , y de mane ra sim ilar, antic ue rpo s anti- p10 4 inm uno pre c ipit an 23S RNA pero no 20S RNA.   
 
3 .1  CARACTERÍSTICAS Y TI POS DE COMPLEJOS VIRALES  
LOCALIZACIÓN Y ESTEQUIOMETRÍA  
L o s com ple jo s se encue nt ran dist ribuido s en el cito plasm a de S. cerevisiae  sin aso ciarse  a 
orgánulo s del ho spe dado r . Durante el crecim ie nto logarít m ico de  S. cerevisiae , debido a que hay un 
meno r núm e ro de mo lé c ulas de 20S RNA, se obse rv a que p91 tiende a fo rm ar agre gado s, lo que en 
inm uno fluo re sce nc ia se ve como fo co s . Sin em bargo , en co ndic io ne s de estré s nutric io nal (aus e nc ia 
de nitró ge no en el medio ) el núme ro de mo léc ulas de 20S RNA puede aum e ntar hast a 10.00 0 vece s , 
lo que hace que p91 se asocie co n e ste RNA fo rm ando co m ple jos estables. En este caso p91 aparec e 
dist ribu i do de fo rm a difusa en el cito plasm a del ho spedado r.  Esta inte rpre t ac ió n está apoy ada po r el 
hecho de que po lim e rasas expre sadas a part ir de un vect o r de expre sió n fo rm an agre gado s inclu so 
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e n células durant e estrés nutric io nal,  si no exist e RNA viral para fo rm ar lo s com ple jo s  (Fig. 4) 
(So ló rzano  et al., 200 0 ) .  
La este quiom e t ría de l RNA y la pro t e ína en  los com ple jo s es de 1:1 (una mo lé c ula de RNA y  
una mo lé c ula de pro te ína). La po lim e rasa se estabiliza unié ndo se al RNA  (y vicev e rsa) . Adem ás, se 
ha com pro bado que casi to do el RNA viral se enc ue nt ra fo rm ando com ple jo s . Esta asociac ió n ayuda 
a lo s virus a pro t e ge rse de lo s mecanism os de degradac ió n del RNA del ho spe dado r, clav e en la 
supe rv ive nc ia viral (So ló rzano  et al., 2000 ) .  
 
 
Figura 4. 20S RNA forma complejos con p91 . A. In mu n o f lu o resc en cia in d irect a . 
Utiliz a n d o an ticu erp o s an ti - p 91 se comp ru eb a co mo en co n d icio n es de in d u cció n 
p91 se un e al RN A. B . En au s en cia de 20S RN A p9 1 - GFP forma agr ega d o s en la 
perifer ia de la c élu la , mi en t ra s qu e en pre sen cia d el RN A, forma co mp lej o s qu e 
se ob s erva n difu so s por tod o el cito p la s ma .  
p91- Cy3  
A 
B 
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T I P OS DE COMPLEJOS  
D e stac ar po r último , que en S. cerevisiae  podemo s enco nt rar dos tipo s de com ple jo s 
depe ndie ndo del estado metabó l ico del virus : complejos activos (o en replic ac ió n) y complejos en 
reposo .  Lo s prime ro s se replic an activ am e nte , y de ello s se hablará en el apart ado 4.1 , mient ras que 
l o s co m ple jo s en reposo  se puede n co nside rar com o fo rm as de resist e nc ia  del virus, ya qu e se 
acum ulan en la célula en co nd ic io nes de estré s, espe cialm e nte en ause nc ia de nitró ge no .   
 
 
 
44 ..  REPP LII CC ACC II ÓÓ N DE 20S RNA 
L o s virus RNA, según la po laridad de su genom a, puede n div idirse en tres grupo s, lo que 
indic ará su estrat e gia de replic ac ió n (Whit e , 1994 ) .  
-  Virus con genoma RNA monocatenario de polaridad (+).  El geno m a de esto s virus tiene , 
adem ás, capac idad de mensaje ro .  
-  Virus con genoma RNA monocatenario de polaridad ( - ) .  El RNA genóm ico tiene que 
replic arse para dar lugar a un RNA com plem e ntario , que es el que tiene capac idad 
co dific ante .  
-  Virus con genoma RNA bicatenario.  
 
En cualquie ra de lo s tres caso s, se requie re n RdRp para su replic ac ió n. Estas po lim e rasas so n 
espe c ífic as y nece sit an estar co dific adas en el genoma del virus en su to talidad o al meno s, alguna 
de las subunidade s nece sarias para esta activ idad enzim át ic a. A co nt inuac ió n se resum e n lo s 
princ ipale s mo de lo s de replic ac ió n del prime r y terce r grupo , lo s más relac ionado s co n el virus 
obje to de nuest ro estudio .  
 
4 .1  REPLICACIÓN EN VIRUS CON GENOMA RNA MONOC ATENARIO DE POLARIDAD (+)  
E l genom a de estos virus tiene po laridad de mensaje ro s, de tal mo do que dentro de la célula 
ho spe dado ra so n traduc ido s direc t am e nte para dar lugar a la RdRp y otras prote ínas. La po lim e rasa 
sint e t izará el RNA, utilizando el RNA genóm ico com o mo lde , lo que dará lug ar a las cade nas ( - ). Éstas 
so n em ple adas co mo mo lde para dar lugar de nuevo a las fo rm as genóm icas (+).  
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Uno de los prim e ro s ciclos de virus de este tipo en ser estudiado  fue el del bacterió fago Q  β, 
que po dría estar relac io nado co n 20S y 23S RNA, ya que so n bast ant e  pare c idos a niv e l estruc t ural 
( tie ne n lo s extremo s 3’ muy pare c idos , (Fujim ura y Este ban, 200 4 a) )  y sus RdRp mant ie ne n ciert o 
grado de co nserv ac ió n (Fig. 1).  
4 .1.1  REPLICACI ÓN DE LOS VI RUS 20S Y 23S RNA  
L o s virus 20S y 23S RNA tiene n que replic arse en las células durant e el crecim ie nto de S. 
cerevisiae y transm it irse equit at iv am e nte a lo s desce ndie nt e s mitó t ico s o meió t ico s. Gracias a un 
sist em a de re plic ac ió n in vitro puesto  a punt o en nuest ro labo rato rio se han obte nido dato s que  
indic an que el mo de lo de replic ac ió n de estos virus es el siguie nte :  
 
Las cade nas (+) sirv e n com o mo lde para la sínt e sis de cade nas ( - ) y éstas, a su vez, serán 
replic adas para dar lugar a nuev as cade nas (+). Esta segunda reacc ió n se ve favore c ida, ya que en la 
célula se acum ulan princ ipalm e nte cade nas (+), dando lugar a una replicac ió n asim ét ric a. Durant e 
este pro ceso , se form an co m ple jo s ribo nuc leo prot e ic o s no só lo co n l a cade na (+) del virus, sino 
tam bié n co n la cade na ( - ). Las fo rm as bicat e narias W y T se originan com o un subpro duc t o de la 
replic ac ió n, debido al anillam ie nto de ciert o núme ro de mo léc ulas de am bas po laridade s (Fujim ura  
Figura 5. Ciclo de replicación del virus 20S RNA.  La polim era sa p91 rep lica 
la cad en a (+ ) y da lu ga r a la c ad en a an tigen ó mica , mold e p ara la sín t e si s de 
la pro gen ie vira l, qu e ti en en gen o ma ss (+) - RN A. Deb id o a la exi st en cia de 
cad en a s de pola rid a d e s co mp lem en t a ria s se pu ed e for ma r un su b p ro d u ct o 
bica t en a rio de la  rea cció n , W. El ciclo de 23S RN A es si mila r, sa l vo qu e la 
forma bica t en a ria se den o min a T.  
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et al., 2005 ) . Ciert as co ndic io ne s fav o rec e n la aparic ió n de estas mo lé c ulas, po r ejem plo , el 
crecim ie nto de las células a alta tem pe rat ura (37º C) o la extrac c ió n co n feno l durant e la preparac ión 
de lo s RNAs. Como ya se ha com e nt ado , la secue nc ia de lo s extrem o s 5’ y 3’ de 20S y 23S RNA so n 
co m plem e nt arias, lo que indic a que la maquinaria de replic ac ió n requie re la mism a secue nc ia en el 
extremo 3’ para iniciar la sínt e sis de las cade nas de polaridad po sit iv a y negat iv a.  
 
4 .2  REPLICACIÓN DE VIRUS CON GENOMA RNA BICAT ENARIO  
L o s virus co n este tipo d e genom a están enm arcado s en dife re nte s fam ilias en funció n de su 
mo rfo lo gía, organizac ió n y co nt e nido en RNA. Además, es un grupo am pliam ent e dist ribuido en la 
naturale za, aunque to do s ello s prese nt an un patró n de replic ac ió n sim ilar. Este pro ce so tiene lugar 
en el cito plasm a de las cé lulas ho spe dado ras dent ro de la cápsida (Levy , 199 4 ) .  
El ciclo co nsist e en la transc ripc ió n del RNA genóm ico en un ss - (+ ) RNA en  el inte rio r de la 
cápsida . Este RN A transc rito tiene do s funcio ne s una vez que sale de la part íc ula viral: po r una part e, 
sirv e como mRNA y po r otra, vuelv e a encapsidarse y sirv e de mo lde para sint e t izar la cade na 
com plem e nt aria. En to do s lo s caso s, la RdRp tiene una do ble funció n com o re plic asa y  transc ript asa.  
A co nt inuac ió n vo y a describir breve me nt e el ciclo replic at ivo del virus L - A, prese nt e en S. 
cerevisiae , y que ha sido am pliame nt e estudiado .  
4 .2.1  REPLICACI ÓN DEL VIRU S L- A DE S. cerevisiae 
E l ciclo de replic ac ió n del virus L - A de S. cerevisiae se co no ce en detalle . Este virus está 
encapsidado en una cápsida ico saé dric a de 120 unidade s de una pro t e ína de 76 kDa. El ciclo de 
replic ac ió n de este virus se pro puso a part ir de los result ado s obte nido s con part íc ulas víric as 
purific adas. Se co nside ra que hay tres etapas esenc iale s (Fig.  6 ) .  
 
1.  Transcripción : la activ idad transc ript asa es la activ idad enzim át ica que sinte t iza mo lé c ulas de 
RNA mo no c ate nario co n po laridad de mensaje ro a part ir de un RNA bicat e nario como mo lde . 
Estas mo lé c ulas sale n el exte rio r de la part íc ula y dado que puede n traduc irse actuarán como 
mRNAs para dar lugar a las do s pro te ínas co dific adas po r ello s: la prot e ína mayo rit aria de la 
cápsida Gag y una pro t e ína de fusió n Gag- Pol con un do m inio idént ico al de la pro t e ína de  la 
cápsida y otro en el que se encue nt ran secue ncias co nse nso de RNA po lim e rasas virales 
depe ndie nt e s de RNA. Durant e esta etapa, el RNA viral se encue nt ra vulne rable en el cito plasm a 
de S. cerevisiae , no encapsidado , susce pt ible de ser atacado po r alguna exo nuc leasa del 
ho spe dado r.  
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2.  Encapsidación:
3.  
 las cade nas (+), adem ás de ser traduc idas, se encapsidan para dar lugar a 
part íc ulas co n la mism a com po sic ió n pro t e ic a que las part íc ulas originale s, pero co n una 
mo lé c ula de ssRNA en su inte rio r.  
Replicación
 
: ut ilizando com o mo lde la cade na (+), se sint e t izan en las partíc ulas la cade na 
com plem e nt aria para dar lugar a la mo lé c ula dsRNA original.  (Fujim ura  et al., 1986 ; Fujim ura y 
Wickne r, 1987 ) .  
 
 
 
 
Figura 6. Ciclo de vida del virus L - A de S. cerevisiae . El ci clo con st a tre s eta p a s en las qu e el 
gen o ma vira l se rep li ca , se tr a d u ce para dar lu ga r a las pro t eín a s de la cáp sid a ( Gag ) y a la 
polimera sa ( Gag- Pol ) y se en c a p sid a en virio n e s.  
1 
2 
3  
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55 ..  ESTT UU DII OO S DE GG ENÉÉ TT II CC A REVERSA EN NARNAVII RUU S 
E n el año 2003 se co nsiguió gene rar in vivo  el virus 23S RNA a part ir de un vecto r de 
expre sió n de lev aduras (Este ban y Fujim ura, 200 3 ) . Con este nuev o sist em a, se puede hace r g enét ica 
rev e rsa y co no c e r en detalle las señales necesarias para su replic ac ió n y la fo rm ac ió n de lo s 
com ple jo s virale s.  
 
5 .1  GENERACIÓN DE 23S RNA A PARTIR DE UN VEC TOR DE EXPRESIÓN  
Se clo nó el cD N A de 23S RNA en el plásm ido pI2  bajo el prom ot o r co nst it ut iv o PGK 1  (del gen 
q ue co dific a la Fo sfo glic e rat o quinasa 1)  (Wick ne r  et al., 1991 ) . En el extrem o 3’ del cD NA se 
fusio naro n 82 nt de la cade na antige nóm ic a de la ribo zim a del virus delt a de la hepat it is  (HD V)  
(P erro tt a y Been, 1990 ; Perro t t a y Been, 1991 ) . La ribo zim a tiene señale s de auto pro ce sam ie nto , de 
tal mane ra que lo s transc rit o s generado s a part ir del vecto r se  cort arán justo po r delant e de su 
secue nc ia, gene rando un extrem o 3’ idént ico al del virus 23S RNA (Fig. 7). Cuando se puso a punto 
este sist em a, en el labo rato rio no se tenía ninguna cepa que no tuv ie ra 20S RNA, causa por la que el 
virus elegido fue 23S RNA.  
 
E l plásm ido se intro dujo en una cepa de S. cerevisiae que carec ía del virus, y el RNA de los 
transfo rm ant es se extrajo y analizó mediante Northern Blot  (apart ado 3.9 de Mate riale s y Méto do s) 
hibridándo lo co n so ndas espe c ífic as de las cade nas de po laridad po sit iv a y negat iv a de 23S RNA. Se 
com pro bó que am bas so ndas dete c t aban una mo lé c ula a la altura de 23S RNA. El hecho de dete ct ar 
Figura 7.  Diagrama del plásmido utilizado para la generación de 23S RNA en 
S. cerevisiae . Los pro d u ct o s de su exp r esió n son el tr a n scrit o y la RN A 
polimera sa , p 1 04, qu e lo rep lica para dar lu ga r al viru s in d ep en d ien t em en t e 
del ve ct o r.  
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las cade nas de po laridad ( - ) del virus indic a que éste se ha gene rado a part ir del plásm ido pero es 
inde pe ndie nt e de él, ya que la sínt e sis de  la cade na ( - ) es un pro ce so que ocurre durant e la 
replic ac ió n viral. La auto nom ía del virus gene rado se co nfirm ó elim inando el plásm ido de las cé lulas 
prev iam e nte transfo rm adas  y co m pro bando que el virus se mant e nía en la célula durant e al meno s 
cien gene rac io ne s. El virus gene rado puede induc irse en ause nc ia de nitró ge no en el medio y el RNA 
viral puede obse rv arse dire c t am e nte en geles de agaro sa teñido s co n brom uro de etidio (Fig. 8). La 
relac ió n entre las cade nas de po laridade s (+) y ( - ) es la mism a que  en el virus endó ge no , indic ando 
que el virus gene rado in vivo  es, a to do s lo s efect os, idént ic o al virus endó ge no de S. cerevisiae .  
 
 
Esta estrate gia perm ite estudiar, a niv e l nucleo t ídico , las base s im po rt ante s en replic ac ió n y 
fo rmac ió n de lo s com ple jo s ribo nuc leo prot e ico s entre el genom a viral y su po lim e rasa, ya que se 
puede mo dific ar la secue nc ia del genom a viral en el plásm ido d e expre sió n  ( in vitro) y 
po st e rio rm e nte com pro bar si lo s cam bio s intro duc idos afect an a la gene rac ió n de 23S RNA ( in vivo) .  
Adem ás, tam bié n se puede mo dific ar la secue nc ia de la po lim e rasa, y enco nt rar lo s am inoác idos 
signific at ivo s para su co rrec t a activ idad.  
Figura 8.  Generación de 2 3 S RNA en S. cerevisiae . A. La c ep a 2928 - 4 (q u e care ce de l 
viru s) se tra n s fo rma con el pl á smid o de exp r esió n  y desp u és  de extra er el RN A de la s 
célu la s se ob s erva el gen o ma vira l en un gel teñ id o con bro mu ro de etid io . B.  y C .  Las 
cad en a s (+) y ( - ) del RN A vir a l se detect a n med ia n t e Northern Blot. La can t id a d de 
viru s g en era d o es si mila r al de la cep a con el viru s en d ó gen o ( 2928 - 5).  
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5 .2  RESUMEN DE LOS RESULTADOS SOBRE LA REPLICACIÓN  DE 23S RNA  
Grac ias a este sist em a sabe mo s  que 23S RNA tiene en su extre mo 3’ do s señale s en cis 
( pre se nte s en su pro pia secue nc ia) , necesarias para la replic ac ió n y fo rm ac ión de lo s com ple jos 
p10 4/2 3 S RNA (Fujim ura y Este ban, 200 4; Fujim ura y Este ban, 200 4 a) . Mo dific ando el cD NA viral en 
lo s cuatro último s nucle ót ido s de la secue nc ia, se com pro bó que la terce ra y cuart a cito sina 
(com e nzando desde el extre mo 3’) so n esenc iale s para la fo rm ac ió n de com ple jo s y  replic ac ió n del 
virus, ya que el cam bio o elim inac ió n de esto s nucleó t ido s im p ide n que se gene re 23S RNA. Adem ás, 
el extremo 3’ del genom a viral tiene una estruc t ura secundaria en fo rm a de ho rquilla (Fig. 9), co n 
do s purinas desapare adas en la zo na cent ral del brazo . Mo dific ando la secue nc ia de la estruct ura se 
dete c tó que para la gene rac ió n, fo rm ac ió n de los com ple jo s ribo nuc le o pro te ico s y replic ac ió n del 
virus, es im pre sc indible la prese nc ia de do s purinas (cuale squie ra) desapare adas en la zo na cent ral 
de dicha estruc t ura. De lo s estudio s realizados co n este virus se po ne de manifi e st o la im po rt anc ia 
del extrem o 3’, tanto a niv e l de su secue nc ia primaria (las cuat ro últim as citosinas) co mo de su 
estruc t ura secundaria.  
 
 
 
 
 
Figura 9. Estructura secundaria presente en el extremo 3’ de 
la cadena (+) de 23S RNA.  En azu l está n marca d a s la s señ a les 
en cis nece sa ria s para la rep li ca ció n y forma ció n de comp l ej o s 
co n p104.  
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66 ..  SII STT EMAS DE DEGG RADACC II ÓÓ N DE mRNAs EN EL CC II TT OO PP LASMA DE             
S..  cerevisiae 
 
En S. cerevisiae existe n vario s sist em as para regular la cant idad (y calidad) de lo s RNAs 
celulare s. Ya que el genoma de 20S RNA se co m po rt a como un mRNA que utiliza para traduc irse la 
maquinaria del hospe dador, es posible que su estabilidad pueda estar afect ada po r alguno de esto s 
pro ce so s. Los princ ipale s sist em as de degradac ió n de lo s me nsaje ros celulare s son do s, el Deccaping 
y el exo so m a.  
 
6 .1  DE C A PPI N G  DEPENDIENTE DE DESADENILACIÓN  
E st e pro ceso co nst a de tres etapas, como se muest ra en la Fig. 10:  
a)  Desadenilación
b)  
:  aco rt am ie nto de la co la de po li( A) en el extremo 3’ hast a 
apro x im adame nt e 12 residuo s. Se llev a a cabo po r el com ple jo Ccr4p/Caf1p  y las pro t e ínas 
Not1p –  5p  (Tucke r  et al., 2002 ) .  
Decappin g
c)  
:  Elim inac ió n del grupo c ap del  extremo 5’ del mRNA. La enzima princ ipal 
encargada del pro ce so en lev aduras es Dcp 2p (responsable de la activ idad hidro lasa) , que 
pro duc e transc rit o s co n un extremo 5’ mo no fo sfato , susce pt ible s de ser degradado s po r una 
exo nuc le asa 5’ 3 ’. La enzim a está regulada po r Dc p1 p y Dhh1 p (Dunc k ley  et al., 200 1; 
Tucke r  et al., 200 2 ) . En este pro ce so part ic ipan además el co m plejo Lsm1 - 7 p, que facilit an la 
unió n de la maquinaria de decapping al mRNA y la degradac ió n del mensaje ro (He y Parke r, 
200 0; Tharun  et al., 200 0 ) .  
Degradación
 
:  Las mo lé c ulas sin po li( A) ni c ap, so n degradadas po r la enzim a Xrn1 p/ Sk i1 p. 
Esta pro te ína es la exo nuc le asa 5’ 3 ’ cito plasm át ica princ ipal en eucario t as. Su dele c ió n 
acum ula mRNAs  sin cap ni po li( A)  (Hsu y Steve ns, 199 3; Jo hnso n y Ko lo dne r, 1995 ) . La 
enzim a se detie ne ante fuert e s estruc t uras secundarias y co las de po li( G) . (Stev e ns, 2001 ; 
Tuc ke r  et al., 200 2 ) . La degradac ió n de esto s RNAs ocurre en lo s P- bodies ( Processing 
bodies ) , fo co s discre to s en el cito plasm a de S. cerevisiae  y al igual que el deccaping, está 
facilit ado po r el co m ple jo  Lsm1 - 7 p (Bo u v e ret  et al., 200 0; Lo ng y McNally , 200 3; Shet h y 
Park er, 200 3 ) .  
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Ya que 20S RNA care c e de po li( A) , y muy pro bablem ent e de cap, el genom a del virus puede 
ser un buen candidat o para degradarse mediante la acció n de la exo nuc le asa Xrn1 p/ Sk i1 p, cuy as 
carac t e ríst ic as princ ipale s se resum e n en el apart ado 6.3 .  
 
6 .2  EXOSOMA  
E l exo som a es un com ple jo mult ipro t e ic o altam e nte co nse rv ado en eucario t as encargado de 
la degradac ió n de lo s mRNAs en sent ido 3’ 5 ’. En S. cerevisiae se describió po r prim e ra vez en 199 7 
com o u n sist em a que adem ás de degradar mRNAs  (Mit c he ll  et al., 1997 ) . Algunas de las pro te ínas 
que lo fo rm an y regulan ejerc e n un efecto antiv iral so bre virus dsRNA. (Widner y Wickne r, 1993 ) . 
Tiene un pape l crucial en el metabo lismo del RN A, incluy e ndo la degradac ió n y madurac ió n del RNA 
ribo som al y  calidad del RNA y recam bio ( turnover ) de lo s mensaje ro s (Ho use le y  et al., 200 6) .  Se 
encue nt ra tanto en el núcle o como en el cito plasm a de la célula.  C onsist e en un co m ple jo fo rm ado 
po r diez s ubunidade s , de l as cuale s nuev e co nst it uy en un núcle o en fo rm a de anillo com pue sto po r 
tres hete ro díme ro s de seis pro t e ínas dife re nte s, Rrp4 1 p - Rrp45 p, Rrp4 6 p - Rrp4 3 p y Mtr3 - Rrp4 2p 
(Lehne r y Sande rso n, 200 4; Hernande z et al., 200 6; Liu  et al., 200 6) . Sin em bargo , para su 
ensam blaje , el anillo requie re tres pro te ínas adicio nale s, Rrp4 p, Csl4 p (Ski4 p) y Rrp4 0 , que co nt ie ne n 
do m inio s de unió n a RNA y po drían ser las encargadas de de unir lo s sust rato s del exo soma 
Figura 10. Esquema general de los sistemas de degradación de mRNAs 
en S. cerevisiae . Un a vez eli min a d a la cola de poli(A), pu ed e segu ir dos 
camin o s, eli min a r primero el gru p o cap  y post erio rm en t e  degra d a rse en 
direcció n 5’  3’ por la exo n u clea sa Xrn 1p o se r su st ra t o del exo so ma , 
qu e degra d a el RN A en direcc i ó n 3’  5’ .  
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( Sc h ae ffe r  et al., 2009 ) .  Su estruct ura actúa com o una plat afo rm a de reco no c im ie nto del RNA y el 
ensam blaje de lo s dife rent e s activ ado re s que part ic ipan en el pro ce so . Adem ás, existe una 
subunidad esenc ial más, Rrp4 4 p (co no c ida tam bié n co mo Dis3 p) , respo nsab le de la activ idad 3’ 5 ’ 
exo nuc le asa (D ziem bow sk i  et al., 2007 ) . El esquem a del e xo som a se represe nt a en la figura 11.  
 
6 . 3  LOS GENES SKI  
E n 197 8 se describió que mutac io ne s en ciert o s gene s, pro duc ían feno t ipo superkiller  en las 
cepas de  S. cerevisiae , es decir, incre me nt aban la secre c ió n de la to xina killer , y po r lo tanto su 
feno t ipo er a más gresiv o frent e a las cepas sensible s. A esto s gene s se lo s denom inó SKI ( Superkiller) 
(To h  et al., 1978 ) . Post e riorm e nte se com pro bó , que el  núm e ro de co pias de los virus k iller (L - A ), y 
del virus L - BC  aum e ntaba en esto s mutante s, indic ando el efec t o antiv iral de esas mutac io nes  (To h 
y Wick ne r, 1980 ; Widne r y Wickne r, 199 3) . Se ha com pro bado que el mo tiv o del efecto antiv iral de 
las mutac io ne s en lo s genes SKI  no depe nde de lo s virus ni del sist em a killer , sino en que esto s gene s 
están inv o luc rado s en la degradac ió n de lo s m e nsajero s del hospe dado r, po r lo que un fallo en este 
sist em a, induc e la acum ulac ió n de RNAs en el cito plasm a de S. cerevisiae ( Jo hnso n y Ko lo dne r, 
199 5 ) .  
 
Los gene s SKI  se resume n  en la tabla 3. Adem ás, dedic aré unas líne as a com e ntar alguna de 
las carac te ríst icas más im po rt ante s de lo s gene s XRN1/SKI1 y SKI2,  impo rt ante s en este  trabajo .  
 
Figura 11. Componentes del exosoma de S. cerevisiae . E l comp lej o 
está for ma d o por un a estru ct u ra en forma de an illo y tres pro t eín a s 
de en sa mb la j e qu e se a n cla n  para man t en erlo . La  activid a d 
exo n u clea sa 3’  5’ la lle va a cab o Rrp 44p .   
Adaptación de Schaeffer et al.,  2009  
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X R N1 /SKI1  
E st e gen co dific a la exo nuc le asa 5’ 3 ’ cito plasmátic a más im po rt ante en S. cerevisiae , 
Xrn1 p. Esta prot e ína  es  nece saria para funcio ne s a dist int o s nive le s de lo s pro ceso s celulare s, co mo 
la degradac ió n de mRNA y DNA de cade na senc illa, el co rre ct o ensam blaje del retrot ranspo so n Ty3 
(Brow n  et al., 2000 ) , ensam blaje de la tubulina en micro t úbulo s (Inte rt hal  et al., 1995 ) , ci clo celular 
(P at hak  et al., 200 5 )  o cario gam ia (Ki m  et al., 1990 )  entre otro s. Debido a esta mult ifunc io nalidad, el 
gen ha recibido otros nombre s, como DST2, RAR5, SKI1, KEM1 …  
La enzim a tiene 152 8 am ino ác idos y se lo caliza en lo s P- bodies , o cuerpo s de proce sam ie nto 
del RNA, en el cito plasm a (She t h y Parke r, 200 3 ) . Aunque la dele c ió n del gen no afect a a la viabilidad 
celular, sí pro duc e cierto s efecto s feno t ípico s, com o crecim ie nt o lent o , dific ult ad en la separac ió n de 
lo s cro mo som a s en el cuerpo po lar del huso ( spindle body) , muert e en ause nc ia de nitró ge no , 
defic ie nc ias en reco m binació n durant e la meio sis, y el diplo ide hom o zigó t ico no puede espo rular.  E s 
sint é t ico letal co n otro s gene s que part ic ipan en la degradac ió n de RNAs, como SKI2  o SKI8  
(Ande rso n y Parke r, 1998 ) .  
Esta exo nuc le asa tiene espe c ial predile c c ió n po r sust rat o s sin po liade nilar ni c ap, po r lo que 
es pro bable que los genom as de virus RNA de S. cerevisiae  como 20S RNA y 23S RNA puedan ser 
dianas de esta prot e ína (Hsu y Stev e ns, 1993 ; Jo hns o n y Ko lo dner, 199 5 ) .  
Gen  Función  Referencias 
SKI1 (XR N1)  E x o n u clea sa 5’  3’ i mp lica d a en mu lt it u d de 
pro ceso s bio l ó gico s .  
(Jo h n so n y Kolo d n er, 1995)  
(Ste ven s, 2 001)  
SKI2  H elica sa  d e  RN A imp li ca d a en la degra d a ció n de 
mRN A 3’  5’ . For ma part e d el co mp lej o SKI  con 
Ski3p y Ski8.  
(An d erso n y Park er, 1998 )  
(Bro wn  et al. , 2000)  
SKI3 (SKI5)  Regu la el exo so ma . F orma el Comp lej o SKI  con 
Ski2p y Ski8p y ad emá s i n h ib e la pres ecia de 
forma s no polia d en ila d a s.  
(Bro wn  et al. , 2000)  
SKI4 (CSL4)  P ro t eín a de en sa mb la j e del nú cleo del exo so ma . 
Esen cia l.  
(va n Hoo f  et al. , 2000)  
 
SKI6 (RR P41)  Su b u n id a d del an illo del exo so ma . Esen cia l.  (Ben a rd  et al. , 1998)  
SKI7  P ro t eín a ad a p t a d o ra en tre el exo so ma y el 
comp lej o SKI .  
(va n Hoo f  et al. , 2000)   
(Ara k i  et al. , 2001)  
(Wa n g  et al. , 2005)  
SKI8 (REC 103)  Fo rma part e del comp l ej o SKI  con Ski2p y Ski3p . 
Ad emá s está i mp lica d a en la rotu ra de dob le 
cad en a du ra n t e la meio si s.  
(Ga rd in er  et al. , 1997)   
(Bro wn  et al. , 2000)   
(Aro ra  et al. , 2004)  
(Bro wn  et al. , 2000)   
TABLA 3. Genes SKI  de S. cerevisiae  
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SKI2  
E l gen SKI2  codific a una helic asa de RNA de 146 kDa que utiliza la hidró lisis del ATP para 
pro duc ir cam bio s co nfo rmac io nale s en la estruc t ura del RNA o en las interac c ione s RNA pro t e ína (de 
la Cruz  et al., 199 9) . Se encue nt ra fo rm ando parte de un hete ro t e tráme ro junt o co n una m o lé c ula de 
Ski3 p y do s de Ski8 p (Sy no w sk y y Heck, 200 8 ) . Este com ple jo cito plasm át ico es esenc ial para la 
co rrec t a activ idad del exo so ma ( Ande rso n y Parke r, 1998 ; Brow n  et al., 2000 ) .  
La dele c ió n de este gen no pro duc e efect o feno t ípico evide nte so bre su ho spe dado r, aunque 
sí se obse rv a un incre me nt o del RNA cito plasm át ic o que care ce de grupo s cap y sin po li( A) 
(Ande rso n y Parke r, 1998 ) .  
Dado el efecto antiv iral dem os t rado en el virus L - A  (Widne r y Wickne r, 199 3 ) , y al part ic ipar 
en  la degradac ió n de mensaje ro s cito plasm át ic o s, el núm e ro de co pias del virus 20S RNA po dría 
estar tam bié n regulado po r Ski2 p .  
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“ Probamos a través de la lógica, pero descubrimos con la intuición”  
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A l com ie nzo de este trabajo se acababa de po ne r a punt o en el labo rat o rio el sist em a 
de gene rac i ó n de 20S RNA a part ir de la exp r e si ó n de su cDNA clo nado en u n pl ásm ido . E st o 
no s perm it ía realizar experim e nto s de gen ét ic a rev e rsa para co no ce r in vivo  las señale s en cis 
ne c e sarias en su replic ac i ón. A si m ism o ,  se po d ía abo rdar el estudio de facto re s del ho spe dado r 
im plic ad o s  en su mante nim ie nto .  
Po r co nsiguie nt e , l o s objet iv o s plant e ado s en  este  trabajo so n los siguie nte s:  
 
1.  Estudio de las señales en cis  que afectan a la replicación y formación de complejos 
p91/2 0S RNA.  
 
2.  Efecto de los sistemas de degradación de mRNAs de S. cerevisiae en la generación y 
mantenimiento de 20S RNA.  
 
3.  Identificar posibles factores del hospedador formando parte de los complejos 
ribonucleoproteicos p91/20S RNA.  
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS   
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“ E n principio la investigación necesita más cabezas que medios ”  
 
SEVERO OCHOA  
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1.  MICROORGANISMOS UTILIZADOS  
E st e  trabajo se ha realizado co n la lev adura de gem ac ió n Saccharomyces cerevisiae . Este 
micro o rganismo fue descrit o po r E. C. Hanse n en 1838 , aunque en 1680 ya se sabía que estaba 
prese nt e en la cerv e za. Perte ne ce al Phy lum Asc om yc o ta, Clase Saccharom y ce t es, Orde n 
Saccharom yc e t ale s, Fam ilia Saccharomy c et ac e ae . La palabra Saccharomyces  prece de del grie go y 
signific a “ho ngo de azúcar”, mient ras que cerevisiae  pro v ie ne del latín y signific a “de cerve za” .  
 
En este trabajo s e utilizaron dife re nt e s estirpe s de S. cerevisiae con dist int as com binac io ne s de 
virus RNA. Tam bié n se emple aro n varias cepas de  Escherichia coli  para la am plific ac ió n y expre sió n 
de plásm ido s . To das ellas, así como su pro ce de nc ia y caract e ríst ic as genét ic as se rec o ge n en la 
TABL A 4 .  Las cepas de S. cerevisiae  se co ns e rv aro n en YP AD 50% -  glice ro l 50% a - 80 º C, y las cepas de 
E. coli  se co nse rv aro n en glice ro l al 30% a - 80 º C.  
 
TABLA  4 : Estirpes empleadas en este trabajo  
Nombre Características  Origen  
Saccharomyces cerevisiae 
2928  a  ura3 his3 ∆1  trp1 20 S RNA, 23S RN A - o , L - A - o, L - BC  Esteb a n  (2003 )  
2928- 4  a  ura3 his3 ∆1  trp1. 20 S RNA- o , 23S RN A- o , L - A - o, L - B C  Esteb a n  (2005 )  
2928 - 5  a  ura3 his3 ∆1  trp1 20 S RNA- o , 23S RN A, L - A - o, L - BC  Esteb a n (2003 )  
1101 α  kar1- 1 his4 (KIL - K 1 ).  20S R NA, 23S RN A- o , L - A, L - BC  Wick n er, R. B. ‡  
BY4741  a  his3 ∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0. 20S RN A - o , 23S RN A - o , L - A , L - B C  Revu elt a , J. L   
X R N1 ∆ a  his3 ∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 XRN1∆::kanMX4. 20S RN A- o , 23S 
RN A- o , L - A , L - BC  
Revu elt a , J. L   
882  a his3 ∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, XRN1::KanMX4. C it o d u cid o XRN1∆ 
con 20S RN A. 20S RN A, 2 3S R N A - o , L - A , L - B C  
Este tra b a j o  
SKI2 ∆ BY47 41 con  SKI2∆::KanMX4.   Revu elt a , J. L.  
SKI3 ∆ BY47 41 con  SKI3∆::KanMX4.   Revu elt a , J. L.   
SKI7 ∆ BY47 41 co n  SKI7∆::KanMX4.   Revu elt a , J. L.  
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SKI8 ∆ BY47 41 con  SKI8∆::KanMX4.   Revu elt a , J. L.  
896  BY47 41 con  SKI2∆::KanMX4.  20S RN A ¥  Este tra b a j o  
897  BY47 41 con  SKI3∆::KanMX4.  20S RN A ¥  Este tra b a j o  
898  BY47 41co n  SKI8∆::KanMX4.  20S RN A ¥  Este tra b a j o  
923  BY47 41  SKI7∆::KanMX4.  20S RN A ¥  Este tra b a j o  
913  BY47 41 con  SKI2∆::KanMX4.  L - A - o  Este tra b a j o  
924  BY47 41 con  SKI2∆::KanMX4.  20S RN A+ L - A - o  Este tra b a j o  
HSP26 ∆ BY47 41 con  HSP26∆::KanMX4.  Revu elt a , J. L.  
Escherichia coli  
DH5 α F -  en d A1 gln V44 th i - 1 r ecA1 r el A1 gyrA96 deoR nupG Φ80∆lacZ ΔM15 
Δ(lacZYA - argF ) U169, hsd R 17( r K
-  m K
+ ), λ–  
(Meselson y Yuan, 1968) 
C J236  F’ , dut 1, ung 1, thi - 1, relA1/ pCJ105 (F' cam r )  (Jo y ce y Grin d l ey , 1984)  
BL21 (DE3)  F -  omp T gal dcm lon hsd S B (r B
-  m B
- ) λ (DE 3) pLy sS (cm R )  (Studier y Moffatt, 1986) 
‡   Dr. R. B. Wickner, Nacional Institutes of Health, Bethesda, MD (USA) .  
  Dr. J. L. Revuelta . Departamento de Microbio lo gía y Gen étic a . U nivers ida d de Sa lam a nc a .  
Functional Analysis of Yeast Genes Discovered by Systematic DNA Sequencing:  
( E UR O FAN 1). CE . BIO 4 - CT 95 - 0080/ CI CY T BIO 96- 1760- C04- 04- CE . 1996- 1998.  
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¥   El virus 20S R NA fu e ge nera do en esta s cepas a partir de un vec t o r de ex pres ió n.  
  E stas cepas f uero n crea da s me dia nte la elimi na c ió n del v irus L - A po r  crec im iento a alta temp era t ura . 
 
 
2.  MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
2.1  MEDIOS EMPLEADOS  
2.1.1  MEDIOS DE CU LTIVO PARA S. cerevisiae  
L o s medio s de cult ivo utilizado s para el crecim ient o de  S. cerevisiae se describe n  a 
co nt inuac ió n:  
 
Y PAD ( Yeast extract Peptone, Dextrose and Adenine) :  Extrac to de lev adura 1% , pept o na  2% ,  gluco sa  
2% , adenina  0.0 4% , uracilo  0.02 % .  Este es el medio rico estándar que se em ple a para el crecim ie nt o 
de S. cerevisiae . E l extract o de lev adura, pept o na, la base nitro ge nada sin am inoác ido s y agar fuero n 
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sie m pre  de la casa Difco , ya que lo s de otro s pro ve e do re s afectan a la cant idad del viru s 20S RNA en 
la célula.  
 
Y P G  ( Yeast extract Peptone and Glycerol) :  Para dist inguir co lo nias que no tiene n mito co ndrias 
funcio nale s se sust it uy e en el medio YP AD el 2% de gluco sa po r glice ro l al 4% , ya  que esta s cepas so n 
incapac e s de ferm e nt ar el glice ro l.   S e utiliza en pro ceso s de cito du c c ió n.  
 
MM ( Minimal Medium ):  Gluco sa 2%, base nitro ge nada sin am ino ác idos 0.7% . En el medio MM sólo 
c re c e n las cepas prot ót ro fas. Utilizado en proce so s de cito du c c ió n y sele c c ió n de diplo ide s.  
 
Medio H: Gluco sa 2%, base ni tro ge nada sin am ino ácido s 0.7% , adenina 0.25 %, uracilo 0.9% , PABA 
0.1 %, mezcla de am ino ác ido s dese ada 0.2% . El medio H (o medio rico ) es un  medio com ple jo  que 
tiene to dos lo s am ino ác ido s. En este medio puede crece r cualquie r levadura, inde pe ndie nt em e nt e 
de  sus marcadore s gené t ico s. Para sele c c io nar cepas en las que se prete nda an alizar auxo t ro fías, se 
prepar a n dife re nte s medios en l o s que se suprim e n aque l( lo s) co m po ne nte ( s)  (am ino ác ido o base 
nitro ge nada)  según  la auxo t ro fía que se prete nda analizar. Así s e prepararo n, po r ejem plo , medio s 
H - trp (sin triptó fano) , H - ura (sin uracilo ) , H - his (sin hist idina) y H - ura - t rp (sin uracilo ni tript ó fano )  
entre otro s .  
 
Todos lo s cult ivo s se incubaro n a 28ºC, en medio líquido co n agit ac ió n a 200 rpm o en placa. 
El tiem p o de crecim ie nt o de la lev adura es dife re nte depe ndie ndo del expe rim ent o , variando desde 
4 ho ras para obte ne r cult iv o s en fase lo garítm ic a (para la expre sió n de prot e ínas o transfo rm ac ió n 
co n plásm ido s) hast a 48 ho ras, en las que las células alcanzan la fase estac io naria tardía de su 
crecim ie nto (para el análisis de la gene rac ió n del virus 20S RNA).  
 
2.1.2  MEDIOS DE CULTIVO PA RA E . coli  
E st o s medios fuero n preparado s según se describe en Maniatis et al.  198 4 .  
 
LB ( Luria- Bertani ) : Bacto t ript o na 1%, extrac t o de lev adura 0.5 %, NaCl 1%. Medio rico para el 
c re c im ie nto de bact e rias.  
 
2xYT  ( Yeast extract, Tryptone ) : Bacto t ripto na 1.6 %, extract o de lev adura 1%, NaCl 1%. Medio rico 
ut ilizado para obte ne r DNA mo no c ate nario co n uracilo a part ir de l fago M13K07 , necesario para las 
mutac io ne s dirigidas  in vitro.  
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Para sele cc io nar lo s clo nes bact e riano s resiste nt e s a antibió t ic o s, los medio s de E. coli se 
suple m e ntaro n co n Am pic ilina (100 µ g/m l) o Kanam ic ina (50 µ g/ m l) .  
 
E. coli  se ha utilizado en este trabajo co mo herram ie nt a para la clo nac ió n y amplific ac ió n de 
plásm ido s, preparac ió n de DNA mo no c ate nario para las mutac io ne s in vitro  y expre sió n de pro t e ínas 
a part ir del prom ot o r de la RNA po lim e rasa del fago T7  (a part ir de este mom ent o lo designare mos 
só lo como T7) . La tem pe r at ura de incubac ió n de la bact e ria fue de 37ºC, co n agitac ió n a 200 rpm en 
el caso de lo s cult iv os líquido s, exce pto la induc c ió n de la RNA po lim e rasa del fago T7, que tuv o lugar 
a 28ºC durant e 5 ho ras.  
 
Los medios só lidos para lo s do s micro o rganismo s se prepararo n co n agar al 2%. To do s los 
medio s fuero n preparado s co n agua dest ilada (m illi- Rho ) , se ajustó el pH a 7 .0 , y se este rilizaro n po r 
calo r en el auto c lave .  
 
 
3.  T ÉCNICAS DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR  
3.1  ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
Casi t o dos lo s pro t o co lo s utilizado s para la manipulac ió n del DNA se reco ge n en Maniatis  
(Maniatis, 1984) . A dem ás de las indic ac io ne s generale s de este manual, se  tuvie ro n en cuent a las 
espe c ific ac io ne s de las casas come rc iale s sum inist rado ras de lo s pro duc to s utilizado s.  
 
3 .1.1  OBTENCIÓN DE DNA PLA SMÍDICO  
L a extracc ió n de DNA plasm ídic o a part ir de bacte rias se realizó utilizando el méto do de la 
lisis alcalina, en el qu e las células se ro m pe n en prese nc ia de una mezcla de NaOH y SDS ( D o de c il 
sulfat o s ó dico )  (Birnbo im y Do ly , 197 9 ) . Cuando fue preciso utilizar DNA de mayor pure za se utilizó el 
kit Wizard ®  Plus SV Minipreps DNA purification de Promega.  
 
3 .1.2  TRATAMIENTO ENZIMÁTICO DEL DNA  
L o s princ ipale s trat am ie ntos enzim át ic os realizado s fuero n:  
a)  Digestiones con endonucleasas de restricción 
P ara llev ar a cabo la dige st ió n enzim át ic a del DNA, se utilizaro n las siguie nte s condic io ne s :  
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T ris acet ato pH 7. 5  33 mM , Acet ato de magne sio  10 mM, BSA ( Sero albúm ina bo v ina)  0.1 
mg/m l, Acet at o de po tasio  66 mM , 1 mM DTT (D it io t re it o l ) , 3 mM Espermidina, RNAsa A 
3µg/ m l  y 0.3  -  0.5 U / µ l de la endo nuc le asa de rest ric c ió n ( Promega, Fermentas ) . La reacc ió n 
se in cuba no rm alm e nt e durant e una ho ra a la tem pe rat ura indic ada po r el pro vee do r.  
b)  Ligación mediante la DNA ligasa del fago T 4  
P ara unir de fragm e nto s de DNA en las subclo nac io ne s (apart ado 3. 6 ) se utilizaro n  0.5 U  de 
enzim a T4 DNA Ligasa HC ( High Concentrate, usb® e InvitrogenTM )  en 10 µl de reacc ió n que 
se incubó durante 2  -  3 ho ras a tem pe rat ura am bient e  en el tam pó n prov isto po r la casa 
com e rc ial.  
c)  Fosforilación mediante la polinucleótido quinasa del fago T 4  
D urant e las mutac io ne s in vitro se fosfo rila el ext rem o 5’ del oligo que va a intro duc ir la 
mo dificac ió n en el plásm ido co n 2 U de la enzim a T4 Po linuc leó t ido kinasa de Promega  
(Apart ado 3.5 ) .  
d)  Tratamiento con fosfatasa alcalina de intestino de ternera ( Calf Intestine Alkaline 
Phosphatase, CIAP, Fermentas )  
M e diant e la fosfat asa alcalina, se elim ina el grupo fosfato del extremo 5’ del vecto r 
prev iam e nte dige rido co n la enzim a de rest ric c ió n dese ada. De esta m ane ra se evit a que el 
vect o r se religue durante la sublo nac ió n de un fragm e nto de DNA . Se utilizaro n 1  U de 
enzim a en el tam pó n com erc ial co rre spo ndie nt e en un vo lum e n final de 15 µl. La muest ra se 
inc uba a 37ºC durant e 30 minut o s, se separa en un gel de agaro sa al 1% (Apartado 3. 9 ) y se 
purific a el DNA mediant e el sist em a DNA extraction kit ( Fermentas ) .  
 
3 .2  TRANSFORMACIÓN  
3.2.1  TRANSFORMACIÓN DE  S. cerevisiae  
P ara la transfo rmac ió n de S. cerevisiae se siguió la técnic a de Ito (Ito  et al., 198 3 ) , co n las 
siguie nt e s mo dific ac io ne s:  
 
A part ir de un cult iv o que ha estado crecie ndo to da la noche , se ino cula 1 ml en 5 ml de 
medio  fresco , y se incuba durant e 2  -  2.5 ho ras a 28ºC . Se reco ge n las  células po r ce nt rifugac ió n , se 
lav an  co n 1 ml de tam pón TE (Tris pH 8.0 , ácido diet ile nam ino te t raacé t ico ,  EDTA, 1 mM ) y se 
resuspe nd e n en una so luc ió n de a cet ato de litio 25 mM e n el mismo tam pó n. Las células se incuban 
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durant e una ho ra a 28ºC  en  ag i t ac ió n para debilit ar su pare d celular y hace rlas com pe t e nt e s. En 
cada transfo rm ac ió n se util i zan 100 µl de estas células a las que se añade n 2 - 5  µg  de plásm ido en un 
vo lum e n máxim o de 5µl . Despué s de  incuba r las muest ras  durant e 30 minut o s a tem pe rat ura 
am bie nte  sin agit ac ió n se añade n 100 µl de po lie t ilenglic o l 4000  (P EG) al 70% y se  mant ie ne n  de 
nuev o 30 minuto s a tem pe rat ura am bie nt e .  A co ntinuac ió n las células se som e te n  a un cho que 
térm ic o de 5 minuto s a 42ºC  y para elim inar el exceso de PEG se lav an co n  1 ml de tam pó n TE,  se 
cent rifugan y se  resuspe nde n  en 150 µ l de l mismo  tam pó n .  Las células  se siem bran en placas de 
medio sele c t ivo , que se incuba n a 28ºC hast a la aparició n de lo s transfo rm ante s  (2  -  3 días) .  
 
3 .2.2  TRANSFORMACIÓN DE  E. coli  
L a transfo rm ac ió n de cepas  quim io c om pe te nt e s  de E. coli  con plásm ido s,  mezclas de ligac ió n  
o mutac io ne s in vitro  se realizó mediant e  el proce dim ie nto dise ñado po r Hanahan basado en el 
cho que térm ico (Hanahan, 1983 ) .  En alguno s  caso s, la transfo rm ac ió n se realizó po r un méto do 
sim plific ado co no c ido como “transfo rmac ió n de minut o” , descrito po r Go lub en 198 8 (Go lub, 1988 ) .  
 
3.3  REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)  
L a am plific ac ió n de fragment o s de DNA mediant e PCR ( Polymerase chain reaction) se l levó a 
cabo en un termo c ic lado r Applied Biosystems 2720 Thermal CyclerTM . Depe ndiendo del tam año del 
fragm e nto a amplificar se em ple aro n do s co ndic io nes dife re nt e s:  
a)  Fragmentos de hasta 1 kb  
P ara am plific ar el extre mo 3’ de las mo léc ulas de 20S RNA en expe r im e nto s de 3’ RACE así 
com o en lo s que se requería am plific ar peque ñas zonas de secue nc ias clo nadas en plásm ido s,  se 
utilizó una reacc ió n  que cont ie ne una mezcla  de  dNTP s 200 µM , lo s do s oligo nuc le ót ido s cebado re s 
1 µM, MgCl 2  1.5 mM , Taq DNA po lime rasa ( Promega) 2 .5 U/ 10 0 µ l y el tam pó n de reacc ió n 
sum inist rado co n la enzim a. Las co ndic io ne s se resume n en la Fig. 1 2 .  
b)  Fragmentos mayores de 1 kb 
P ara am plific ar fragm e nt o s largo s, como po r ejem plo el gen XRN1/SKI1 (5.5 kb) , a part ir de 
DNA genóm ico , se utilizar o n las co ndic io ne s su ge ridas  po r InvitrogenTM . En este caso , las muest as 
co nt ie ne n 200 ng de DNA mo lde , un tam pó n facilitado po r la casa come rc ial (0 . 2 mM de cada dNTP 
y  MgSO 4  2mM ), 1 µ M de cada oligonucleótido cebador y 1 U/50 µl de enzim a AccuPrime TM Taq High 
Fidelity.  
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Cuando se reque ría clo nar lo s fragm e nto s de DNA obte nido s  po r PCR,  esto s se purific aro n a 
part ir de gele s de agaro sa al 1% co n el siste m a come rc ial DNA E xtraction Kit de Fermentas (apart ado  
3 .6 ) . Lo s oligo nuc leó t ido s em ple ado s en este trabajo fuero n sum inist rado s por Isogen Lab Science y 
Thermo Fisher  y sus  secue nc ia s se muest ra n  en la TABL A 5  y el Anexo I .  
 
RT - PCR  
L a RT - P CR ( Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) es una técnic a para am plific ar 
mediante una reacc ió n de PCR, una  mo lé c ula de RNA. Para ello prev iame nt e se sint e t iza una 
mo lé c ula de cD NA a part ir del RNA mediant e una reacc ió n enzim át ic a llev ada a cabo po r la 
transc ript asa reve rsa ( SuperScriptTM II Reverse Transcriptase, InvitrogenTM ) .  
 
TABLA  5 : Oligonucleótidos emp leados en este trabajo (PCR y secuenciación)  
Nombre Secuencia Características  
PCR  
RE- 156  GAC TC GA GT CG AG GAT CC T TT T TT TT T TT T TT T
TT  
Oligo para la sín t e si s del c DN A en 3’ RA CE . La cola 
de poli(T) an illa en la de poli(A) añ a d id a en el 
extre mo 3’ de 20S RN A.  
RE- 157  GAC TC GA GTA G GAT CC  Para amp lifica r un fra gmen t o de 360 - 380 nt d el 
extre mo 3’ de 20S RN A en 3’ RACE  ju n t o con  PG - 6 .  
PG - 6  2191- CG AA TC GT CG CCA GT AG - 2207  Amp lifi ca ju n t o con RE - 157 el extre mo 3 ´ d e la 
cad en a (+) de 20 S RN A  en 3’ R ACE .  
RE- 171  1122- CG C TT CT GC GA T C GTA G ATG - 11 41  Amp lifi ca  con ALI - 3 un fra gm en t o de 842 nt de la 
zon a cen t ra l de 20S RN A en la qu e se en cu en t ra el 
sitio Sma I de pRE 80 5.  
ALI - 3  1946- TA AAAC T GTA T GCA GC A G - 1 963  Amp lifi ca la zon a cen t ra l de 20S RN A ju n t o con 
RE - 171.  
RE- 296  AAT TAG GA TC CCA G TAC GG TA T GG GT AT TC  
 
Amp lifi ca  por P CR la ORF del g en XRN 1 de S. 
cerevisiae ( 4.6 kb )  ju n t o con RE - 297.  
 
Figura 12. Condiciones empleadas en la técnica de PCR, según la longitud del fragmento a  amplificar.  
P CR  (Fragmentos hasta 1 kb) :                                                       PCR (Fragmentos mayores de 1 kb)  
Desna t ura liz a c ió n inic ia l             3 min.    95º C                           Desnatu ra liz a c ió n inic ia l                   2 min .    94º C  
1. Desnat ura liz a c ió n de l DNA     1 min.    95º C                              1. Desnatura l iz a c ió n del D NA     30 se g .    94º C  
2. Anilla m iento                              1 min.    50º C    x 30 ciclos           2. Anilla m ie nto                              30 seg.    64º C     x30  ciclos  
3. Extens i ó n                                 90 seg.    70º C                               3. Exte nsió n                              1 min./ k b     68º C 
Extens ió n final                               4 min.    70º C 
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RE- 297  AAT TAG GA TC CG TC G TAT G TT C TAA GTA GA  Amp lifi ca por P CR la ORF del g en XRN 1 de S. 
cerevisiae jun to con RE - 296.  
RE- 298  AAT TAG GA TC CAA TC CAAA CA T TG TG CC CAC  Amp lifi ca po r PCR el gen XRN1 (part e 5’ ).  El 
fra gm en t o amp lifi ca d o  (5. 5 kb )  in clu y e el  
pro mo t o r  del gen y la s señ a le s de ter min a ció n de 
la tra n scrip ció n .  
RE- 299  AAT TAG GA TC CG G TT TG CT AAG CAAAA T GAG  Amp lifi ca por P CR el gen XRN1 (p a rt e 3’ )  ju n t o 
con RE - 298.  
Secuenciación 
RE- 79 TAC TC G TT TT AG GAC T GG  P ar a secu en cia r el extre mo 3’ de 20S RN A .  An illa 
en el vect o r a 170 nt del ex tremo del cDN A. Se 
utiliz ó ru tin a ria men t e para comp ro b a r los 
camb io s in tro d icid o s en el extremo med ia n t e 
mu ta cio n es in vitro .  
TW - 1 374- GA GAAC T CC TT CG CAG AA - 357  Sirv e para secu en cia r el extr e mo 5’ de 20S RN A.  
 
3 . 4 .  3 ’ RACE  
Ut ilizamo s la técnic a de  3’ RACE ( 3’ Rapid Amplification cDNA Ends ) para am plific ar el 
extremo 3’ de una mo léc ula de RNA. Esta técnic a se ha em ple ado para co n o ce r la secue nc ia de este 
extremo  del genom a en  lo s virus gene rados a part ir de plásm ido s a lo s que prev iam e nte se les 
habían intro duc ido mo dificac io ne s en su extrem o .  La técnic a co nst a de lo s siguient e s paso s:  
1.  Aislamiento del RNA total de S. cerevisiae  (Ver apart ado 3.8 )  
2.  Adición de una cola de poli(A) en el extremo 3’ del RNA  
2 . 5 µl de  RNA to tal se tratan co n la enzima po liA po lim e rasa ( InvitrogenTM ) en prese nc ia de Tris 
HCl pH 8.0 50 mM, MgCl2  10 mM, MnCl2  2.2 mM, NaCl 125 mM, ATP 0.25 mM, BSA 0.25 µg/µl y 
2 .5 U/ µ l de la enzim a (vo lum e n to tal de 50 µl) a 37ºC durant e 30 minuto s. Durant e este  tiem po 
se inco rpo ran apro x im adam e nte  20- 4 0 adeninas en el extremo 3’. Despué s la muest ra se 
pro ce sa *  realizando una e xtrac c ió n co n f eno l: c lo ro fo rm o  y otra co n co lo formo : alc o ho l iso am ílic o,  
el RNA se p recipit a, se lav a co n etano l al 70%, se seca y resuspe nde en 10 µl de agua  esté ril .  
3 .  Retro- transcripción del RNA en DNA 
5 µl del RNA po liade nilado se desnat uraliza co n  hidró x ido de metilm e rc uri o  10 mM durante 10 
minut o s a tem pe rat ura ambie nt e . A co nt inuac ió n se incuba 5 minutos con β - m erc apt oe t ano l 100 
mM ( para quelar lo s io ne s mercurio y estabilizar la transc ript asa rev e rsa )  y 4 unidade s de RNAsin 
( RNAse Inhibitor, Promega). M e diante la enzim a Superscript Reverse Transcriptase RNAse H -  
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( InvitrogenTM )  se sint e t iza el cD NA com plem e nt ario utilizando un oligo - d( T )  (RE- 1 56 )  que anilla 
co n la co la de po li( A) , y que adem ás llev a fusio nada una secue nc ia de 18 nucleó t idos, entre lo s 
cuale s hay un sitio Bam HI  im po rt ant e para clo nar po st e rio rme nt e el fragm e nto am plific ad o . Esta 
reacc ió n  tiene lugar durant e 90 minuto s a 45ºC, en el tam pó n suplem e ntado po r la casa 
com e rc ial de la transc ript asa rev e rsa y DTT  10 mM (vo lume n final 14.5 µl) . S e añade agua milli- Q , 
ED TA 5mM y RNAsa  A  0.1 µg (vo lum e n final 100  µl)  y se incuba a 3 7ºC durant e 15 minuto s para 
elim inar el RNA de la muest ra. El DNA se pro ce sa reali zado do s extracc io ne s co n feno l: c lo ro fo rmo 
y se precipit a tal y como se hizo en el paso ante rio r. Una vez seca, la muest ra se resuspe nde en 
50 µl de agua esté ril milli- Q .  Para que el oligo intro duc ido en la reacc ió n de retro t ransc ripc ió n no 
inte rfie ra en la reacc ió n de PCR po st e rio r, este se elim ina de la muestra pasándo la po r una 
co lum na mini Quick Spin Oligo G- 50 ( Roche ) .  
4 .  P CR para amplificar el extremo 3’ de las moléculas  
P a ra am plific ar el extremo 3’ del cD NA, utilizamo s lo s oligo s RE - 1 57 (anilla en la zo na extra de 18 
nt que intro dujo RE - 15 6 durant e la retro t ransc ripc ión) y PG- 6 para hace r una reacc ió n de PCR 
según las co ndic io nes descrit as en el apart ado 3.3 a.  
5 .  Clonar el fr agmento amplificado en un plásmido pBluescript KS+  
E l frag m e nto am plificado se digie re co n Bam HI y otra enzim a adecuada para clo nar el DNA en un 
plásm ido pBlue sc ript  KS+  ( A part ado 4.1 ). Despué s de la ligarlo s  se transfo rm a en la cepa de E. coli  
DH5α. No rm alm e nt e se secue nc ia co n el oligo reve rso (Ane xo I) el DNA extraído de 8 - 1 0 
transfo rm ant es inde pe ndie nt e s para que el result ado obte nido sea represe nt at iv o de la 
com po sic ió n de lo s extremo s 3’ de la po blac ió n viral de part ida.  
 
 
* Procesar la m uestra: en to dos lo s expe rim e nto s en lo s que se dese an obtene r ácido s nucle icos 
(tant o DNA como RNA) las muest ras se lim pian siguiendo lo s siguie nt e s pasos:  
a)  Extracciones 1:1  que puede n ser co n feno l, feno l: clo ro fo rm o (50 :4 8: 2 de feno l, clo ro fo rm o y 
alco ho l  iso am ílic o ) o clo ro fo rmo: alco ho l iso am ílico (96 :4 ) . To dos lo s pro duc to s so n de Merck ® . La 
muest ra se mezcla vigo ro sam e nte co n la so luc ió n orgánic a, se cent rifuga durant e 5 minuto s a 
16.300 x g, generalme nt e a tem pe rat ura am bie nt e , salvo la extrac c ió n co n feno l cuando se 
trabaje co n RNA que es a 4ºC, y se extrae la fase acuo sa, do nde está la muest ra.  Siem pre que se 
indique una centrifugación en los Materiales y Métodos, tendrá lugar a 16 .30 0 x g salvo que se 
indique lo co nt rario .  
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a)  Precipitación : co n acet ato de  sodio pH 5.5 0.3 M y 2.5 volúmenes de etanol puro (100%, 
Merck ® ) , seguido de una cent rifugac ió n gene ralm e nt e de 5 minuto s a tem pe rat ura am bie nt e , 
aunque cuando la cant idad de DNA/ RNA es muy peque ña es de 15 minuto s a 4ºC.  
b)  Lavado: co n etano l al 70%  seguido  de una cent rifugac ió n durant e 5 minuto s  a tem pe rat ura 
am bie nte para elim inar sale s.  
c) Secado:  en una cent rífuga co ne ct ada a una bom ba de vacío ( Speed Vac Concentrator, Savant). 
d)  Resuspender: e n el vo lume n adecuado p para cada expe rime nt o en agua milli- Q esté r il el RNA, o 
tam pó n TE el DNA.  
 
 
3 . 5  MUTAGÉNESIS DIRIGIDA in vitro  
L a técnic a em ple ada en este trabajo para realizar mutac io nes in vitro  sobre un plásm ido  se 
basa en el méto do descrito po r Kunke l (Kunk e l, 1985 ) . Po dem o s div idir la técnic a en tres part e s:  
a)  Obtención del DNA monocatenario  
E n prim e r lugar, se transfo rma la cepa de E. coli  CJ23 6 co n el plásm ido que se dese a 
mo dificar.  Esta cepa tiene las siguie nt e s caract e ríst ic as:  
-  E l episom a F’ le perm it e ser infe c t ada po r el fago auxiliar M13K07  
-  L a mutac ió n  dut inact iv a la enzim a dUTP asa. Cuando exist e n elev ado s niv e le s intrac e lulare s 
de dUTP , las mo lé c ulas de DNA sint e t izadas tiene n uracilo en lo s lugares en lo s que debe ría 
habe r tim ina.  
-  L a mutac ió n ung inact iv a la uracilo N - gl ic o silasa, de form a que el uracilo inco rpo rado al DNA 
no puede ser elim inado  
3  -  4 transfo rm ante s se ino culan en 5 ml de medio 2xYT suplem e nt ado co n el antibió t ic o 
cuy a resiste nc ia po rt a el plásm ido  y las células se infe c t an co n  el fago filamentoso M13K07 ( 1.5 x1 0 10  
uf p )  durant e  5 horas a 37ºC  en agit ac ió n . Despué s se añade n  5 0  µg /µ l  de kanam ic ina  y se incuba  el 
cult ivo to da la no che a 37ºC  para que só lo se mante ngan las células infe c t adas po r el fago , ya que es 
el que po rt a la resiste nc ia al antibió t ico .  
El  cult iv o se cent rifuga, se deshe c han las células y al so bre nadant e se le añade PEG 800 0  
20%  -  NaCl 0.33 M . Despué s de mezclar vigo ro same nt e , la muest ra se deja a tem pe rat ura am bie nte 
durant e 20 minut o s para que lo s fago s que co nt ie ne n e l  Uss- D NA  se co nce nt re n en el tubo . Despué s 
de cent rifugar durant e 5 minut o s el precipit ado se resuspe nde en  600 µl de SD S 0.3 % en tam pó n TE. 
La muest ra se proce sa realizando una extrac c ió n co n feno l, una co n feno l: c lo ro fo rm o y otra con 
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c lo ro fo rmo : alco ho l iso am ílic o .  Despué s  de precipitar y lav ar el DNA, se seca y resuspe nde en 30 µl 
de tam pó n TE. El Uss - D NA se analiza en un gel de agaro sa para com pro bar la cantidad obte nida.  
b)  Fosforilación del oligonucleótido que contiene la modificación  
L a fosfo rilac ió n se realiza incubando durant e una ho ra a 37ºC 0.5 nm o le s de  oligo  
pro po rc io nado po r Isogen  Lab Science o Thermo- Fisher  con 2 unidade s de la enzim a po l inuc leó t ido 
kinasa del fago T4 de Promega en 25 µl  de tam pó n 1x pro po rc io nado po r la casa co me rc ial. Una vez 
co ncluída la reacc i ó n, la muest ra se  pro ce sa extrayé ndo la co n feno l: c lo ro fo rmo y clo ro fo rmo : alc o ho l 
iso am ílic o  y finalm e nt e se resuspe nde en 25 µl de tampó n TE.  
c)  Mutación in vitro  
L a mutagé ne sis dirigida co nst a de dos reacc io nes, anillam ie nt o del oligo al Uss - D NA 
purific ado a partir del fago M13 y sínte sis de la cade na com plem e nt aria al DNA a part ir del oligo que 
co nt ie ne el cam bio dese ado .  
-  Anillamiento:  3 µ l de Uss - D NA  se desnat uraliza en prese nc ia de 1 pmo l de oligo fo sfo rilado  
y de tam pó n de anillam ie nt o (Tris HCl 20 mM p H 7.4, MgCl 2  2 mM , NaCl 50 mM) durante 3 
m inut o s a 75  -  80ºC. Para fav o re c e r el anillam ie nto se deja que la tem pe rat ura hast a lo s 30  -  
35ºC  durant e al meno s 30 minut o s .  
-  Síntesis de la nueva hebra de DNA : A la mezcla ante rio r se añade en tam pó n de sínt es is  
(dAT P  0.5 mM , d C TP 0.5 mM, d G TP 0.5 mM, dTT P 0.5 mM, ATP 1 mM, Tris HCl pH 7.4 10 
mM, MgCl 2  5 mM , DTT 2 mM) 3  U de  T 7 DNA po lime rasa y 1 U de T4 DNA ligasa (to dos los 
estos pro duc to s de usb®) . En alguno s caso s se utilizaro n  0.5  -  2.5 µg pro te ína del ge n 32 del 
fago T4  para favo re ce r la mutac ió n . La mezcla se incuba durant e 5 minut o s en hielo , 5 
minut o s a tem pe rat ura ambie nt e y 90 minuto s a 37ºC para que tenga lugar las reacc io nes de 
po lime rizac ió n y ligac ió n de lo s ex t remo s de las mo léc ulas sint e t izadas .  
d)  Transformación en E. coli y análisis del resultado 
Finalm e nt e el nuevo DNA s intetizado se introduce en la cepa DH5α de E. coli  para su 
am plific ac ió n . Esta cepa es DUT+ UNG+ , po r lo que las cade nas que cont ie ne n uracilo so n 
degradadas  y se replic an princ ipalm e nte las sint e t izadas in vitro  con la mutac ió n dese ada . Po r último 
se secu e nc ia el DNA de las co lo nias obte nidas para co m pro bar si el plásm ido h a inco rpo rado la 
mutac ió n.  
 
Los oligos em ple ado s para realizar las mutac io ne s in vitro , así como los plásm ido s obte nidos 
están reco gido s en las TABL AS 2  y 3  del Anexo I.  
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3 . 6  SUBCLONACIÓN DE  FRAGMENTOS DE DNA  
L as técnic as básicas de clo nac ió n mo le c ular se han realizado de acue rdo a los pro to co lo s 
descrito s en Maniatis et al. (198 4) . 
 
3 . 7  SECUENCIACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS  
L a técnic a usada se basa en la descrit a po r Sange r pero em pleando dide o xinuc le ó t ido s 
marcado s co n fluo roc romos y un láse r capaz de reco no c e r sus dist into s co lo re s, que co rre spo nde n a 
cada una de las base s del DNA  (Sange r  et al., 1977 ) . Se utilizó un secue nc iado r 3100 Genetic 
Analyzer (Aplied Biosystems® - HIT ACHI ). Las secue nc ias se analizaro n mediant e el pro grama 4Peaks , 
que muest ra el cro mato gram a de la reacc ió n y la s ecue nc ia co rre spo ndie nt e .  
El fundam e nto de este siste m a es una reacc ió n de PCR en la cual la exte nsió n enzim át ic a de 
una cade na de DNA es inte rrum pida po r la inco rporac ió n de dideo x inuc leó t ido s.  Lo s 
oligo nuc leó t ido s em ple ados para la secue nc iac ió n se resum e n en la TABL A 5 .  
Esta técnic a  fue llev ada po r el Serv ic io de Secue nc iac ió n de  AD N de  la Univ e rsidad de 
Salam anc a.  
 
3 .8  EXTRACCIÓN Y CONCENTRACIÓN DE RNAs  
3.8.1  ANÁLISIS DE 20S RNA EN S. cerevisiae: CONDICIONES EXPERIMENTALES  
D ado que una gran part e de este trabaj o trat a so bre  la gene rac ió n de 20S RNA a part ir de 
vect o re s de expre sió n y los expe rime nto s de gené t ica rev e rsa llev ado s a cabo co n este sist em a, a 
co nt inuac ió n se describe n en detalle las co ndic io ne s expe rime nt ale s em pleadas. Éstas se han 
utilizado tanto para el análisis de la gene rac ió n del virus, como para co m pro bar la prese nc ia de 20S 
RNA en cepas de S. cerevisiae .  
 
 Una vez obte nido s lo s transfo rmant e s de S. cerevisiae  con el plásm ido de expre sió n de 20S 
RNA, vario s de ello s (6  -  8) se pasan a una plac a de medio sele c t ivo para el mant e nim ie nto del 
plásm ido . No rm alm e nt e  se ino culan 3  -  4 transfo rm ant es en 2 ml del mismo medio . Las células 
crece n a 28ºC durant e 48 ho ras y a co nt inuac ió n se reco ge n, se lav an co n agua milli- Q esté ril y se 
resuspe nde n en 2.5  ml de acet ato de potasio (KAc) 1% pH 7.0 . Despué s de otras 16 ho ras de 
incubac ió n se reco ge n las células para preparar el RNA viral. Durant e el tiem po en el que las células 
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e st án en KAc 1% se pro duc e un gran acúm ulo del virus , po r lo que deno minam o s a est a fase 
I nducción de 20S RNA .  
L as células se reco ge n y se resuspe nde n en 100 µl de tam pó n de lisis (Tris - HCl 5 0 mM pH 8 .0 ,  
NaCl 100 mM) y se rom pe n mecánic am e nte co n bo las de vidrio ( Sartorius, Ø 0 . 4 0 –  0 . 6 0 mm ) .  La 
ro tura tiene lugar a 4ºC en una Fast - Prep P120 ( Bio 101 Savant ) , usando do s pulso s de 15 segundo s 
co n velo c idad  4.5 , enfriando las muest ras en hielo durant e 1 minuto entre pulso y pulso . Cuando se 
quie re ejerce r meno s fuerza so bre las células , en vez de utilizar la Fast - Prep p120 , las células se 
r o m p e n  manualm e nte con vó rte x a inte rv alo s de 15 segundo s, enfriando en hielo 1 minuto , 10 
vece s. Una vez ro tas las células,  se extrae el lisado mediant e la adició n de 4 00 µl  de tam pó n de lisis  y 
una brev e cent rifugac ió n (2 segundos ) .  
A co nt inuac ió n s e rea liza una extrac c ió n co n feno l a 4ºC  y do s  co n feno l : c lo ro fo rmo .  Lo s 
ácido s nucle ico s prese nt e s en la muest ra se precipitan co n  etano l  en presencia de NaAc 0.3 M, se 
lav an, secan y se resuspe nde la muest ra en 50 µl de agua milli- Q esté ril. Para visualizar e l RNA de la 
muest ra  no rm alme nt e  se util i zan 2 µl de la preparac ión y se analizan en un gel de agaro sa 1.3% (Ver 
apart ado 3. 9 ) . El genom a del virus 20S RNA es perfec tam e nte visible entre lo s rRNAs de S. cerevisiae  
25S y 18S  (Fig. 13) . Gracias a este sencill o méto do , po de mo s ver si una cepa tiene o no el virus, 
aunque habit ualm e nte se co nfirm a  mediant e Northern Blot (Apart ado 3. 1 0 ) .  
  
E n lo s expe rime nt os en lo s que se gene ra  20S RNA  en S. cerevisiae es impo rtante elim inar el 
plásm ido de expre sió n para com pro b ar qu e el virus gene rado es autó no mo  y só lo depe nde de sí 
mism o para replic arse y mant e ne rse en la célula. Para ello “curamo s” el plásm ido, es decir, lo 
elim inam os mediante crecim ie nto  de las células transfo rmadas en medio rico . Al care c e r de presión 
Figura 13 : Gel de agarosa teñido con bromuro de etidio 
en el que se observan los RNAs totales de una cepa sin 
20S RNA (2928- 4)  y otra que tiene el virus endógeno 
(2928) .  La ban d a qu e se ob s erva en tr e los r RN As 2 5S y 
18S de S. cerevisiae corre sp o n d e con el gen o ma del viru s 
20S RN A.  
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de se le c c ió n, el plásm ido se pierde a cabo de varias gene rac io ne s y esto se com prue ba fácilm e nte ,  
ya que las células no crecen en medio selec t ivo para la auxot ro fía que po rt aba el vect o r .  
 
3 .8 .2  RNA TOTAL DE  E . coli  
L as células E. coli  se resuspe nde n en so luc ió n de lisis (Tris HCl pH 8.0  20 mM , NaCl  100 mM , 
Bent o nit a  0 . 1 % , inhibido r de pro te asas  1x ( GE - Healthcare ® ) , liso zim a 1m g/m l )  se añade n bo lit as de 
vidrio ( Sartorius Ø 0 . 25  –  0 . 3 0 mm ), y se rom pe n en una  Fast Prep  P120 (Bio 101 Savant) , em ple ando 
un pulso de 15 s egundo s a velo c idad 4 . 5 . El lisado se reco ge en so luc ió n de lisis y se cent rifuga 
durant e 5 minuto s  a 4ºC. La muest ra en este mo ment o puede dest inarse al análisis de pro t e ína s, 
añadie ndo tam pó n de carga, o  del RNA total pro ce sando la muest ra de igual mane ra que en el caso 
del RNA de S. cerevisiae .  
 
3 . 9  SISTEMAS ELECTROFORÉTICOS PARA EL ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS  
E l análisis de lo s fragm e nto s de DNA o RNA se llevó a cabo mediante elet r o fo re sis en gele s 
de agaro sa  co n baja elect ro e ndomo sis (EEO) (Pronadisa) al 1% para DNA y al 1 . 3 % para RNA. Esto s  
gele s llev an brom uro de etidio a una co nce nt rac ión final de 0 . 5 µg/ m l para po de r visualizar los 
ácido s nucle ico s tras ilum inarlo s co n una fuent e de luz ultrav io let a a 260 nm . El tam pó n utilizado 
tant o para preparar la agaro sa co mo para realizar la elect ro fo re sis fue TAE 1x (Tris acet at o  40 mM , 
ED TA  1 mM pH  8. 0 ).  
 
3.10  HIBRIDACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS: DETECCIÓN DE RNA ( Northern Blot )  
E l Northern Blot es una técnic a de B iología Molecular desarrollada por Alwine en 1977 que 
per m ite la detec c ió n de mo lé c ulas de RNA mediant e su separa c ió n en un gel de agaro sa seguida de 
su transfe re nc ia a una mem brana de nylo n  o nitro celulo sa (Alw ine  et al., 1977 ) . La dete c c ió n de las 
mo lé c ulas de RNA se realiza co n una so nda  espe cífic a de la secue nc ia que se dese a detec t ar 
marcada co n 32 P . En este trabajo se utilizaro n las co ndic io ne s descrit as po r Fujim ura et al . en 199 0 
(Fujim ura  et al., 199 0 ) .  L as muest ras se separan en co ndic io ne s nativ as  en un gel de agaro sa  y 
despué s se desnat uralizan en el gel co n fo rm am ida 50%,  fo rm alde hído 9 . 25 % , Tris 100 mM pH 7.0 , 
EDTA 1 mM duran t e 30 minut o s a 55ºC ante s de transfe rirlas a la mem brana ( Amersham/GE -
Healhcare ® ) po r capilaridad en una so luc ió n SSC 10% ( So dio salino citrato ) .  
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L as so ndas espec ífic as de RNA  se obtuv ie ro n a part ir de plásm ido s derivado s del pBlue sc ript 
KS+  ( A part ado 4)  en lo s que está clo nada la secue nc ia de la so nda, flanque ada po r los promo to re s de 
las RNAs po lim e rasas de los fago s T 7  y T 3.  Una vez dige rido el plásm ido co n la enzim a de rest ric c ió n 
adecuada, se llev a a cabo una reacc ió n de transc ripc ió n in vitro , en la  que se añade n lo s nucle ót idos 
ATP, CTP y GTP 1 mM, UTP 0 . 1 mM, BSA 0 . 5  mg/ml, DTT 5 mM y 5 –  10 µCi del is ó to po radiac t iv o [ α-
32 P ] - UT P ( Amersham y Perkin Elmer® , activ idad espe c ífic a 3000 Ci/ mmo l) . S e em plea la RNA 
po lime rasa co rre spo ndie nte  ( Promega) par a sint e t izar in vitro  transc rit o s com ple me nt arios al RNA 
que se dese a dete c t ar. Esto no s perm it e obte ne r so ndas de una u otra po laridad depe ndie ndo de la 
RNA po lim e rasa em ple ada. La reacc ió n tiene lugar a 37ºC durant e un a ho ra. P o ste rio rme nt e se 
pro ce sa la muestra  y se resuspe nde en 50 µ l de ag ua milli- Q esté ril. Para medir la radiac t iv idad 
inco rpo rada se precipita un micro lit ro de la so nda co n TCA ( Ácido triclo roac é t ico ) al 10% en 
prese nc ia de 25 µg de DNA de alto peso mo le c ular co mo transpo rt ado r.  Despué s  de 10 minuto s en 
hielo  se filt ra a trav é s de filt ro s GF/ B (Whatman TM ) , se lav a co n TCA al 2% y etano l y la radiac t iv idad 
se mide en un co nt ado r de cent e lleo Wallac 1409 .  Las so ndas em ple adas en este trabajo tiene n una 
media de 2 5 0 .0 00 cpm/ µ l (0.1 µCi).  
 
La prehibridac ió n de la mem brana se llevó a cabo en una so luc ió n  de  f o rm am ida  50% ,  SSPE  
5x  ( NaCl 750 mM, NaH2 PO 4  x  H 2 O 50 mM, EDTA 5 mM ) , So luc ió n Denhardt  5x , SDS  0.1 % , DNA 
fragm e nt ado 0.1 mg/m l , durant e 3 ho ras a 55ºC, mient ras que la hibridac ió n tuv o lugar en 
f o rmam ida 50% , SSP E  5x , So luc ió n Denhardt  2.5 x , SDS  0.1 % , DNA fragm e nt ado  0. 2 5 mg/m l  y 6  x 10 5  
cpm /m l de so nda  durant e to da la no che  a 55ºC. Para lav ar las mem branas de lo s resto s de 
radio isót o po no unido , se realizaro n do s lav ado s de 20 minuto s a tem pe rat ura am bie nt e en una 
so luc ió n  SSP E 6x, SD S 1% , un lav ado de 20 minuto s a tem pe rat ura am bie nte en una so luc ió n  SSP E  
1x, S D S  1% , y una ho ra co n esta últim a so luc ió n a 60 ºC. Las mem branas se expusie ro n en case t es de 
auto rradio grafía en lo s que se utilizaro n pelíc ulas fo tográfic as Hyperfilm TM MP ( GE - Healthcare® ) para 
ver el result ado , o en case t e s espe c iales de F osforimager (Personal Molecular Imager, Bio Rad®)  
cuando quisimo s  cuant ific ar la señal.  
 
3 .11  ANÁLISIS DE PROTEÍNAS  
3.11.1  EXTRACTOS PROTEICOS DE S. cerevi siae 
P ara el análisis de las pro t e ínas de S. cerevisiae se utilizaro n células en do s estado s 
metab ó lico s difere nt es :  
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a)  C élulas en fase logarítmica : Para analizar los com ple jo s ribo nuc leo prot e ico s fo rmado s po r 
p91 y un RNA co n la rib o zim a mo dific ada en el pl ásm ido de expre sió n  ( tran sc rit o co n 
secue nc ia extra en su extre mo 3’, apartado 1.2  de Result ado s)  las células se reco gie ro n en 
fase lo garítm ic a, ya que es el mom e nto en el que la transc ripc ió n del RNA a part ir del vecto r 
y la sínt e sis de pro te ínas es m ás a ctiv a.  La po lim erasa proce de de la traducc ió n de los 
transc rito s gene rado s a part ir del plásm ido , no de la traduc c ió n del genom a viral, po r lo que  
estas so n las co ndic io ne s óptim as para dete c t ar la po lim e rasa y los transc rito s. Para ello , se 
ino cula 1 ml d e un cult iv o que ha crecido la no che ante rio r en 3 ml de medio fresco. 
Despué s de 4  horas a 28ºC en agit ac ió n se reco gen las células, y se pro ce de a su ro tura 
según se describe en el apart ado 3.8 .1 hast a la obte nc ió n del lisado lim pio .  
b)  C élulas inducidas :  Para el análisis de p91 en células que no tiene n pro blem as para gene rar el 
virus. Las co ndic io ne s de induc c ió n favo re ce n la replic ac ió n de 20S RNA, gene rando a su vez 
gran cant idad de p91 . Se utiliza el mismo extrac to que se dest ina al análisis de lo s RNAs .  
 
Una vez obte nido s lo s  extrac t o s celulare s se añade tam pó n de carga para pro te ínas  a una 
co nce ntrac ió n final Tris HCl 10 mM pH 7 . 5 , DTT  0.02 M , SD S 1% , Glice ro l 10% , a zul d e bro mo fe no l  
0.0 05 %  a la muest ra y se guarda a - 20 º C hast a su análisis.  
 
En alguno s caso s el expe rim e nto requie re co nce nt rar las prot e ínas :  
Análisis de proteínas procedentes de las fracciones de un gradiente de glicerol (Apart ado 3.14 ) .  
Se añade  TCA a una co nce nt rac ió n final del 10%  y despué s de incubar la mu est ra 30 minut os en 
hielo se cent rifuga durant e 5 minut os a 4ºC. El pelle t se lav a co n TCA 0 . 2 % y se resuspe nde en 
tam pó n de carga 1x. Si se obse rv a un desce nso de pH en la muest ra (el azul de bro mo fe no l prese nt e 
en el tam pó n cam bia de  azul a amarillo)  hay que neutralizar la muestra co n 1 µ l de tam pó n Tris - HCl 
pH 8.0 .  
 
Análisis de proteínas procedentes de una inmunoprecipitación ( Apart ado 3.15 .2 )  
Añadir aceto na hast a un vo lume n final de 1 . 5 ml. Se cent rifugan las muest ras  durant e 15 minut os a 
4ºC despué s de habe r la incubado en hielo  durante 30 minut o s. Secar las muest ras al vacío y 
resuspe nde rlas en tam pó n de carga 1x.  
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3.11.2  EXTRACTOS PROTEICOS DE E . coli  
P ara el análisis de pro te ínas de E. coli  se utilizan l o s mismo s extrac to s celulare s que se 
em ple an para la obte nc ió n de  RNA  ante s de ser trat ado s co n feno l (Apart ado 3.8 .2 ) .  La 
cuant ific ac ió n de la cant idad de pro t e ínas to tale s tant o en S. cerevisiae como en E. coli  se realizó 
mediante el méto do de Bradfo rd (Bradfo rd, 197 6 ) .  
 
3 .12  SISTEMAS ELECTROFORÉTICOS PARA EL ANÁLISIS DE PROTEÍNAS  
Ant e s de analizar las muest ras, éstas se desnat uralizan durant e 2 minuto s a 95ºC y se 
cent rifugan  durant e 1 minut o . Las prot e ínas se separan en gele s Mini - PROTEAN3 ®  ( Bio- Rad®) de 
dist int o po rce nt aje de po liac rilam ida (7.5 , 10 ó 14%) en co ndic io ne s desnat uralizant e s (SD S - P AGE )  a  
una inte nsidad de 30 mA po r gel. El tam pó n utilizado es Tris/Glic ina ( 24.8 mM/192 mM ) , SD S 0. 1% 
p H 8.3  (Laemm li, 197 0) .   
Una vez finalizada la electro fo re sis, se pro ce de al análisis de lo s gele s, tiñe ndo lo s para 
obse rv ar las prot e ínas to tale s prese nt e s en las muest ras o transfirié ndo los a una mem brana de 
nitro c e lulo sa para po st e rio rme nt e dete ct ar una pro t e ína espe c í fic a mediante antic ue rpo s en un 
ensayo Western Blot .  
 
3 .12.1  T INCIÓN DE GELES DE ACRILAMIDA  
a)  Tinción con azul de Coomassie  
E l azul brillant e de Coo massie R - 2 50 es un co lo rant e que se une a pro t e ínas 
este quio mé t ric am e nt e , de mane ra que su cant idad puede cuant ific arse . El gel se sume rge en una 
so luc ió n Coomassie Brilliant Blue ( Bio Rad® )  0.1 %, 2 - Pro pano l  2.5% , ácido acét ico 10% durant e una 
ho ra a tem pe rat ura am bient e  y a c o nt inuac ió n se elim ina el co lo rante no unido mediant e vario s 
lav ado s co n una so luc ió n metano l 50%, á cido acét ico  10% .  
 
b)  Tinción con plata  
E st e tipo de tinció n perm ite detec t ar desde 0 . 3 –  10 ng de pro t e ína gracias a la unió n de lo s 
io ne s plat a a las cade nas  late rale s de lo s am ino ác ido s seguida de la reduc c ió n de la plat a, que 
apare c e en el gel como una banda oscura. La inte nsidad de las bandas en este caso no depe nde só lo 
de la cant idad de prot e ína, sino de la cant idad de grupo s sulfat o que tenga cada pro t e ína de la 
muest ra  (Swit ze r  et al., 197 9 ) .  Este tipo de tinció n se ha em ple ado en este trabajo para visualizar 
p91 . Para ello se han com binado do s pro to co lo s dife rent e s co n el fin de obte ne r el mejo r result ado .  
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1.  Fijac ió n de las prot e ínas:  Incubac ió n  de 30 minut o s en cada una de las siguie nt es so luc io ne s:  
So luc ió n I: Metanol 50% Ácido acét ico 10%  
So luc ió n II: Metanol 5% Ácido acético 7%  
Solució n III: Glut aralde hído 5%  
2.  Vario s lav ados co n agua milli- Q .  
3 .  Re duc c ió n de puente s disulfuro co n DTT 0 . 25 mM .  
4 .  P rot oc o lo recome ndado en el kit Silver Stain Plus  ( Bio Rad® )  (Go tt lie b y Chavk o, 1987 ) .  
 
Una vez finalizada la tinción de lo s gele s, esto s  se secaro n en tre do s ho jas de  celo fán o en un 
secado r de gele s ( Gel Dryer, Bio Rad® ).  
 
3 .12.2  WESTERN BLOT  
D e spué s de la elect r o fo resis  l as prot e ínas se transfi ere n  desde el gel a una mem brana  de 
nitro c e lulo sa ( Amersham/GE - Healthcare® ) mediant e un sist em a Mini Trans Blot Cell ( Bio- Rad® ) , 
usando com o tam p ón CAPS 10 mM ( Ác ido N- c ic lo hex il- 3 - am ino pro pansulfo nic o )  en frío durant e una 
ho ra a 270 mA. A part ir de este mom e nt o para sim plific ar denom inarem os a esta técnic a 
sim plem e nte Western, y al Northern Blot , Northern. 
 
Inmunodetección de proteínas:  
L as mem branas se blo que an en tam pó n TBST (Tris - HCl 20 Mm pH 7.6, NaCl 137 mM y 0 .1%  
Tween 20 ) co n BSA al 3% durant e una ho ra a tem pe rat ura am bie nte . Po st e rio rme nt e las mem branas 
se incuban co n el antic ue rpo prim ario a la diluc ió n apro piada en TBST durant e 1 ho ra .  Despué s de 
lav ar  3 vece s durant e 5 minut o s co n abundant e TBST , la mem brana  se i ncuba co n un antic uerpo 
secundario anti - IgG (Ant icue rpo mo no c lo nal de cone jo ( Amersham/GE - Healthcare ® ) , diluc ió n 1: 
500 0 ) unido a pero x idasa de rábano (HRP, horseradish peroxidase ) durant e 45 minuto s a 
tem pe rat ura am bie nte . Las mem branas se v uelve n  a lav ar y se añade el sust rat o para la detec c ió n 
de la activ idad pero x idásica po r quim io lum inisc e nc ia, para ello s e em pleó el kit ECL ®  ( Amersham/GE -
Healthcare® ) . Las pro te ínas reco no c idas po r lo s anticue rpo s se dete c ta n expo nie ndo la mem braba a  
pelíc ulas HyperfilmTM MP ( Amersham/GE - Healhcare ® ) .  Para cuant ific ar la cant idad de pro t e ína 
dete c tada se utilizó un lecto r de quim io lum inisce nc ia ChemiDoc® ( Bio- Rad®) 
Los antic ue rpo s prim arios utilizado s en este trabajo han sido :  
-  Ant i sue ro  po lic lo nal frente al  extrem o carbo x i - t erm inal de p91 . Diluc ió n 1:5 00 0  (So ló rzano  et 
al., 200 0 ) .  
-  Ant i sue ro po lic lo nal frente a la GFP . Diluc ió n 1 : 250 0  (So ló rzano , 200 1 ) .  
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3.13  PURIFICACIÓN PARCIAL DE CO MPLEJOS  RIBONUCLEOPROTEICOS  p91/20S RNA  
Uno de lo s obje t ivo s de este trabajo es el estudio de los com ple jo s ribo nuc le o pro t e ico s 
p91/ 20 S RNA .  En esto s expe rim e nt o s se em ple an unas co ndic io nes dife re nt es de crecim ie nt o: las 
cepas a analizar se ino culan en 40 ml de medio H  y  se incub a n a 28ºC en agit ac ión durant e 48 ho ras. 
Las células s e reco g e n y se reuspe nde n en 100 ml de KAc 1%. Despué s de 16 ho ras a 28ºC se reco ge n  
y se separan en 4 tubos de 1.5 ml para facilit ar su manipulac ió n . S e rom p e n en una Fast - Prep, 
emple ando las mism as co ndic io ne s descrit as en el apart ado 3 .8 .1 . Una vez ro tas las células  se extra e  
el lisado  y se cent rif uga dur ant e 5 minuto s a 4ºC. Elim inado s lo s resto s celulare s, se co m binan  los 
lisado s proce de nte s de lo s cuat ro tubo s y se realizan una serie de ultra ce nt rifugac io ne s dife re nc iales  
para lim piar lo s com ple jo s p91/ 20 S RNA del resto de co m po n e nte s subce lulares . Esta s tuv ie ro n lugar 
en una cent rífuga Optima TM TLX Ultracentrifugue (Beckman- Coulter) . Para elim inar mem branas y 
otro s resto s de eleme ntos pesados, com o la may oría de lo s ribo so m as, se realiz a  una prime ra 
cent rifugac ió n a 55.0 00 rpm ( 107 .40 0 x g) en un ro to r  T LA - 10 0 .2 a 4ºC durant e 30 minut o s. El 
so bre nadant e se cent rifug a  de nuev o , esta vez en un ro to r TLA - 10 0 .3 a 75.000 rpm ( 238 77 0  x g) 
durant e do s ho ras a 4ºC  y el precipit ado se resuspe nde en 500 µl de tam pón de lisis . Co n esta  
segunda cent rifugac ió n  se sedim e nt an  lo s com plejo s (así com o las pro t e ínas que lo s puedan 
acom pañar) y se elim inan  en el so bre nadant e la gran mayo ría de las prot e ínas so luble s prese nte s en 
la célula.  
 
3 .14  GRADIENTES CONTINUOS DE GLICEROL  
Co n el fin de separar lo s com ple jo s ribo nuc leo prot eic o s de otros com po ne nt es celulare s  
(m ay o rit ariame nt e ribo som as)  se cent rifugó la muest ra en un gradie nte  line al de glice ro l del 1 0% al 
40%  en una so luc ió n Tris HCl pH 8.0  10 mM , NaCl 0.1 M, MgCl2  30 mM , heparina 100 µg/m l . El 
gradie nt e se prepara co n 12 ho ras de ante lac ió n y se guarda a 4ºC para que se estabilic e . La muest ra  
enrique c ida de com ple jo s p91/ 20 S RNA obte nida en el apart ado 3.1 3  se despo sit a en el gradie nt e y 
se cent r i fuga  a 24.00 0 rpm ( 76 22 1  x g) durant e 18 ho ras a 4ºC en un ro to r sw2 8T i ( cent rífu ga  
OptimaTM L- 80 XP (Beckman- Coulter) ) . Una vez finalizada, se extra e n  fracc ione s de 1.5 ml (en 
nuest ro s expe rim e nto s una media de 20) co n una bo m ba perist ált ic a Peristaltic Pump P - 3  
( Pharmacia Fine Chemicals) y se guardan a - 80 º C.  De estas fracc io ne s se s eparan una part e para 
analizar lo s RNAs y las prot e ínas, y así  ident ific ar las fracc io nes en las que sedim e nt an 20S  RNA y 
p91 .  
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a)  RNA: Se utilizan 30 µl de la fracc ió n. Se añade n 70 µl de agua milli- Q esté ril y se pro ce sa la 
muest ra co n feno l y feno l: c lo ro f o rm o . Despué s de precipit ar lo s ácido s nucleic o s  se lav a, 
seca y resuspe nde en 10 µl de agua milli- Q esté ril  y se analiza en un gel de agaro sa.  
 
b)  Proteínas: Se separan 100 µl de la fracc ió n, se añaden 10 µl de TCA 100% , y despué s de 15 
minut o s en hielo la m uest ra se cen t rifuga durant e 5 minut o s a 4ºC . El precipit ado se lav a co n 
TCA 0.2 % en una cent rifugac ió n a tem pe rat ura am bient e durant e 5 minut o s  y se resuspe nde 
en 25 µl de tam pó n de carga para pro t e ínas. Se utilizan do s gele s de acrilam ida al 10%, cada 
un o para analizar 10 µl de las pro t e ínas de la muest ra, uno de ello s para teñir con plat a, y el 
otro para dete ct ar p91 co n antic ue rpo s espec ífic os mediant e western .  
 
 
 
3 .15  INMUNOPRECIPITACIÓN  
L a inm uno pre c ipit ac ió n co nsist e en la precipitac ió n sele c t iv a de pro t e ínas utilizando 
antic ue rpo s espe c ífico s cont ra ellas. Las inm uno glo bulinas G del antic ue rpo se une n  po st e riorme nte 
a la pro t e ína A de Staph ylococcus aureus acom plejada co n la sefaro sa CL - 4B ( Amersham/GE -
Figura 14 .  Esquema del proceso de purificación parcial de los complejos p91/20S RNA a partir del 
lisado de la cepa 924 de S. cerevisiae . D esp u é s de dos c en t rifu ga cio n e s su c esi va s a alta velo cid a d la 
mu est ra se car ga en un gr a d ien t e de glic ero l 1 0 - 4 0% p ara sep a ra r los comp l ej o s del re st o de 
comp o n en t e s c elu la re s de la mu est ra . Ap a rec e como eje m p lo un gel d e aga ro sa con los ácid o s nu cle ico s 
de un gra d ien t e  de la cep a 92 4 (20S RN A +).  
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Healthcare® ) , la c ual  sedim e nt a  fácilm e nte precipit ando  a baja veloc idad. Esta técnic a se ha 
em ple ado tanto para dete c t ar co m ple jo s p91/ 20 S RNA ( S. cerevisiae y  E. coli )  como po sible s 
pro t e ínas aso ciadas a ellos ( S. cerevisiae ) . El pro ce dim ie nto seguido se reco ge en (Est e ban  et al., 
199 4 )  pero se resum e a cont inuac ió n :  
 
La  cant idad de lisado utilizado en las inm uno pre c ipit ac io ne s depe nde del expe rim e nto , pero 
varía entre 10 y 150 µl en S. cerevisie y  40  -  1 6 0 µl  en  E. coli , que co rre spo nde n apro x im adame nt e a  
10 -  150  µ g de prot e ínas to tales. El lisado se incuba en 1 ml de tam pó n TBST co n so luc ió n 20 ng  
tRNA , 1 unidad RNAsin® ( Promega) y 2 µl antisue ro anti - p9 1  durante 30 minutos a 4ºC en agit ac ió n. 
A co nt inuac ió n se añade n 100 mg/m l  de Pro t e ína A sefaro sa hidrat ada en TBST  y se incuba de nuevo 
30 minut o s a 4ºC en agitac ió n .  Una vez term inado este proce so , la muest ra se trat a de mane ra 
dist int a según las mo lé c ulas que queramo s analizar.  Para obte ne r result ado s más lim pio s en algunas 
inm uno pre c ipitac io ne s cuyo result ado se iba a analizar en gele s de acrilam ida teñido s co n plat a, se 
utilzó com o antic ue rpo 0.5 µl de la inm o nuglo bulina G purific ada a part ir del antisue ro anti- p91 
mediante crom ato grafía de afinidad co n pro t e ína A sefaro sa.  
 
DETECCIÓN DE 20S RNA  
E l RNA prese nt e en el inmuno pre c ipit ado se so lubiliza co n una so luc ió n  de SD S 0 . 3 % , 5 mM 
E D T A. A co nt inuac ió n se realiza una extracc ió n co n feno l y do s co n feno l: c lo ro fo rmo , para 
desnat uralizar las pro te ínas. El RNA se precipit a co n etano l  y  se  lav a , se seca y finalme nt e  se 
disue lv e  en 2 µl de agua milli- Q . Po ste rio rm e nt e se  desnat uraliza en prese nc ia de  Glio xal 1 M, DMSO 
( D im e t ilsulfó x ido ) 0 . 6  M y t am pó n so dio fo sfat o pH 6 . 6  ( Na H 2 P O 4 ) 10 Mm durante 30 minutos a 
5 0 º C.  S e añade 10x  SSC a las muest ras y se filt ran al vacío so bre una mem brana de nylo n ( Nytran® 
de WhatmanTM )  en  un Bio- Dot® Microfiltration System (Bio - Rad®, a part ir de aho ra denom inado  Dot 
Blot ).  2 0 S RNA se dete c ta en l a  mem brana mediant e la hibridac ió n co n una so nda espe c ífic a como 
se describe en el apart ado 3. 1 0 .  
 
PROTEÍNAS  
P ara detec t ar las prot e ínas prese nte s  en lo s  com ple jo s p91 /2 0 S RNA, lo s 
inm uno pre c ipitado s se separan en gele s de acrilam ida seguido s de Western  con antic ue rpo s 
espe c ífico s, tinció n co n plat a o expo sic ió n direc t a del gel en el caso del marcaje in vivo  con 35 S 
(apart ado 3.1 7 ) . S e han em ple ado do s técnic as dife re nt e s, utilizando dist into s  antic uerpo s para 
dete c tarl a s:  
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Anti- p91 
5 0 µl de las fracc io ne s del gradie nt e enrique c idas co n  lo s  com ple jo s p91/2 0 S RNA se  inc uba n 
co n IgG anti - p91 purific ada  y TBST durante una ho ra a 4ºC  en agit ac ió n .  A co nt i nuac i ó n se añade n 50 
mg/m l de  prot e ína A sefaro sa y se incuba de nuevo . Después de lav ar el inm unpre c ipit ado l as 
pro t e ínas co inm uno pre c ipit adas se separan de la pro te ína A al añadir tam pó n de carga.  Despué s de 
cent rifugar un minut o las pro t e ínas  del so bre n adante se analizan en gele s de SD S - P AGE .  
 
3 .16  ENRIQUECIMIENTO DE COMPLEJOS CON ANTICUERPOS Anti - GFP  CONJUGADOS  
D ado que lo s com ple jo s p91 - GFP /2 0 S RNA se pueden inm uno pre c ipitar co n aunt ic ue rpo s 
anti - GFP  (So ló rzano  et al., 200 0 ) , utilizamo s  el pro to co lo come rc ial de Milteny Biotech ®  que co nsist e 
en em ple ar  an tic ue rpo s anti- GFP magne t izados  de tal mane ra que al eluir co n un tam pó n apro piado, 
y bajo el efecto de un campo magné t ic o , to do aque llo unido al antic ue rpo (pro te ína s marcadas co n 
GFP y las aso ciadas a ellas) queda rete nido en una co lum na que po st e rio rm e nte se eluirá co n 
tam pó n de carga para pro te ínas y será analizado en un gel de acrilam ida teñido co n plat a.  
En esta técnic a usam o s las cepas 924 y 913 transfo rmadas c o n el plásm ido pAL I 53  que tiene 
clo nada la prot e ína verde fluo re sce nt e (GFP ) , o co n el plásm ido pAL I40  que expre sa la pro te ína de 
fusió n p91 - GFP .   
 
3 .17  MARCAJE in vivo  CON 35 S 
P ara marcar radiac t iv am ent e lo s grupo s sulfat o de lo s am ino ác ido s present e s en las 
p ro t e ínas de las cepa s 924 y 913  de S. cerevisiae se añade n 0.36 mCi/m l de una mezcla de metio nina 
y cist e ína marcadas co n 35 S  ( 11 mCi/m l Perkin Elmer® ) a 5 ml de medio H - Cy s +  Met (2 0 µg/m l) . Las 
células crece n a 28ºC durant e 72 ho ras  y después de reco ge r y  lav arlas se transfirie re n a 10 ml de 
KAc 1% pH 7.0 para favo re ce r la induc c ió n de 20S RNA. Una vez reco gidas  las células  po r 
cent rifugac ió n se rom pe n de la mane ra estándar co n  la Fast - Prep. E l lisado  se some t e a dos 
cent rifugac io ne s dife re nc iale s , descri t as en el apart ado 3.13  y el precipit ado de la últim a 
cent rifugac ió n se resuspe nde en 150 µl de tam pó n de lisis.  
A co nt inuac ió n se inm uno pre c ipit an 50 µl de las muest ras utilizando 0.5 µl de 
inm o nuglo bulina G  anti - p9 1 purific ada, 20 ng de tRNA y 300 µl de tam pó n TBST . Se sigue n las 
co ndic io ne s descrit as en el apart ado 3.15 para inm unopre c ipit ar lo s com ple jo s  p9 1 /2 0 S RNA.  
Las pro te ínas del inm uno pre c ipit ado se analizaro n mediant e SD S - P AGE . A cont inuac ió n se 
fijan al gel  co n una so luc ió n Metanol 50% Ac. Acéti c o 10% y finalm e nte el gel se sume rge  en la 
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so luc ió n AmplifyTM (Amersham/GE - Healthcare® ) para increm e nt ar la señal al expo ne r el gel una vez 
seco en un case te co n una pelíc ula de auto rradio grafía.  
 
3 .18  EXPRESIÓN DE  RNA Y  PROTEÍNAS EN E . coli  
L a expre sió n de pr o t e ínas en E. coli  se realizó en la cepa BL2 1( D E3 ) . Para ello se 
transfo rm aro n las células co n el  plásm ido pLOR9 1 (o deriv ados) . 4  -  5  transfo rmant e s se ino culan  en  
10 ml de medio LB suplem e nt ado co n kanam ic ina 50 µg/ m l  y se incuban a 37ºC durante 3 horas,  
tiem po en el que el cult ivo alcanza su fase lo garítm ica. A co nt inuac ió n se induc e la expre sió n de T 7 
mediante la adició n de IPTG ( Iso pro pil - β - D - t io galact opiranó sido ) 10 mM. Durante las 5 horas a 28ºC 
que mant uv imo s las células la T7  transc ribe grande s can t idade s del DNA clo nado bajo su pro mo to r . 
Las células reco gidas po r cent rifugac ió n se guardan a - 80 º C, para po st e rio rme nt e analizar la 
expre sió n de 20S RNA y p91 y la fo rm ac ió n de com ple jo s ribo nuc leo prot e ico s entre am bas 
mo lé c ulas.  
 
 
 
4  VECTORES Y PLÁSMIDOS  EMPLEADOS  
A co nt inuac ió n se resum en alguno s de  lo s vect o re s em ple ados en la elabo rac ió n de e ste 
trabajo . En la Tabla 3 del Anex o I se encue nt ra una descripc ió n detallada de to dos los plásm ido s 
co nt ru i do s y utilizado s en esta mem o ria, aunque en la Tabla 6  de esta secció n hay una list a de lo s 
más repre se nt at iv o s.  
 
4 .1  VECTORES DE  E . coli  
pBluescript KS+  ( Stratagene )  
Este vect o r es un plásm ido auto rre plic at ivo de 2 . 9 kb que llev a el gen de resist e nc ia a 
ampic ilina, el orige n de replic ac ió n col E1 y un fragm e nt o de l operó n de lacto sa de E. coli  que co dific a 
el pépt ido α  de la β - galac t o sidasa (LacZ’) . Este plásm ido tiene el sitio de  clo nac ió n múlt iple  
( polilinker )  KpnI - Sac I, entre  lo s promo to re s de las RNA po lime rasas T7 y T 3  que lo flanque a, lo que le 
hace adecuado para  la sínte sis de RNA in vitro . Co nt iene  tam bié n el o rige n de replic ac ió n del fago  f1  
para po de r hace r mutac io ne s  dirigidas  in vitro.   
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pLM62+  
E st e vecto r pro ce de del pT7 - 7 (Tabo r y Richardso n, 1985 ) . Co nt ie ne el promo tor φ10  de la 
T7 RNA po lime rasa, un sitio de clo nac ió n  múlt iple co n ocho sitio s de rest ric c ió n y el gen de 
resistencia a ampicilina. pLM62+ contiene además el origen de replicación del fago f1  (Est e ban, 
199 3 ) .   
 
 
4 .2  VECTORES DE  S. cerevisiae  
pI2  
E l plásm ido pI2 (Wick ne r  et al., 1991 )  pro ce de de p37 5 (deriv ado de YEpIP T co n sitio de 
clo nac ió n múlt iple ) (Hit zem an  et al., 1983 )  al que se le inse rtó el orige n de replic ac ió n del fag o f1 
para po de r obte ne r DNA mo no c at e nario .  
p375  
E l vecto r de expresió n en  lev aduras p375 co nt ie ne los siguie nt e s elem e nto s:  
a)  Fragm e nto de 1 . 6 kb pro de c e nte del cromo som a III de  S. cerevisiae e n la región ante rio r al 
gen PGK1 . Co nt ie ne las secue nc ias prom ot o ras de este gen, lo que hace que lo s gene s y 
pro t e ínas clo nadas detrás se  expre se n co nst it ut iv ame nt e . Detrás del prom o to r PGK1 existe 
un sitio de clo nac ió n múlt iple . Entre el inicio de la transc ripc ió n y el polilinker  hay 47 nt.  
b)  Fragm e nto de 2 kb proce de nt e del plásm ido de 2µ (fo rm a B). co nt ie ne el orige n de 
replic ac ió n para el  mante nim ie nto en la levadura y las señale s de term inac ió n de la 
transc ripc ió n y po liade nilació n adecuadas para la expre sió n de los gene s clo nados detrás del 
pro mo to r  PGK1 .  
c)  0 . 8 kb del crom osom a de lev aduras que co nt ie ne el gen TRP1 .  
d)  Fragm e nto de pBR32 2 que  co nt ie ne el gen de resist e nc ia a Ampic ilina, el orige n de 
replic ac ió n para E. coli y part e del gen de resiste nc ia a tetrac ic lina.  
pALI23  
E s el vect o r de expre sión en lev aduras co n marcado r URA3 . Se co nst ruyó so bre pI2 , 
inse rt ando un fragm e nto de 1 . 1 kb pr oce de nte de l plásm ido  yEP 24 que co nt ie ne el gen URA3 de S. 
cerevisiae . Este gen está clo nado dent ro del gen TRP1.  
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pRS313  
Ve c to r cent ro mé rico de S. cerevisiae . Co nt ie ne el orige n de replic ac ió n del fago  f1 , lo s 
pro mo to re s de T7  y T3, el gen de resist e nc ia a ampic ilina y el case t e  CEN6/ARSH4 que lleva la 
secue nc ia del cent róme ro del cromo so ma VI de S. cerevisiae ( CEN6 )  y la secuenc ia auto rre plic at iv a 
ARS aso ciada a la hist o na 4  ( ARSH4 ) .  Lo que lo dife re nc ia de otro s plásm ido s pare c ido s (serie pRS) es 
que ti ene un fragme nt o de 1.18 kb que co nt ie ne el gen  HIS3 (Siko rsk i y Hieter, 198 9 ) .  Los gene s 
clo nado s en este plásm ido (y sus deriv ado s) debe n ir acom pañadas de su promo to r.  
 
Utilizando lo s vect o re s ante rio res y sus deriv ado s se han co nst ruido lo s plásm idos nece sario s 
para la elabo rac ió n de este trabajo . Esto s están recogido s en la TABL A 6 . En la figura 1 5  se muest ra 
el esque m a de dos de lo s más im po rt ant e s pRE7 40 y pLOR9 1 , deriv ados de p I2 y pLM62+ 
re spe c t iv am e nte .  
 
 
TABLA  6 : Plásmidos más importantes utilizados en el trabajo 
Nombre Características  
Saccharomyces cerevisiae 
pRE740  Genera el virus 20S RNA. Marcador TRP1.  
pRE763  Genera el virus 20S RNA. Marcador URA3 .  
pRE787  C4A en el  extre mo 3’ de la ca d en a (+)  de 20 S RN A (… GC AC C - O H ) .  
pRE805  Gen era la cad en a ( - ) de 20 S R NA. Tien e un sitio in te rn o Sm a I.  
Figura 15 .  Esquema de los plásmidos pRE740 y pLOR91, utilizados en este trabajo para la 
expresión estándar de 20S RNA y p91 en S. cerevisiae  y E. coli respectivamente 
pRE77 44 0 pLOO R99 1 
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pRE908  E x p resa  el g en XRN 1 a part ir de su pro p io pro mo t o r  en un plá smid o cen t ro méri co  (p RS3 13)  de S. 
cerevisiae .  
pRE914  O RF del gen  XRN1 amp lifi ca d a  con los o ligo s RE 296 y RE 29 7 a part ir de DN A de la c ep a 2928 - 4  y 
clo n a d a en el plá smid o pI2 de S. cerevisiae para sob reex p re sa r la pro t eín a Xrn 1p .  
pRE921  p RE 908 qu e tien e mod i fica d o  el moti vo exo n u clea sa de Xrn 1 p  clo n a d a  en este pla s mid o .  
pLOR7  Se mod if ica n las prim era s ba s es de la rib o z ima , GG G pasa n a AAA  en el plá s mid o pRE 740.  
Escherichia coli  
pLM62+  p T7 - 7 con el origen de replicación del fago M13. Tien e la secu en cia de Sh in e - Da lga rn o para la 
exp res ió n de pro t eín a s en E. coli .  
pALI17  p Blu escr ip t KS + con la secu e n cia de 2 0S RN A co mp let a  fu sio n a d a al pro mo t o r de T7 . S irve para 
sin t et iz a r in vitro la cad en a (+ ) de 20S RN A.  
pRE449  p Blu escr ip t KS + con la secu en cia de 2 0S RN A de sd e la bas e 1253- 2514. Sir ve para hacer son d a de 
20S RN A.  
pLOR91  Plásmido derivado de pLM62+ que expresa 20S RNA y p91 bajo el promotor de la T7. 
pLOR92  p Blu escr ip t KS+ con la secu en cia de 20S RN A (p AL I 17) con rib o z ima . Para exp erim en t o s de 
exp res ió n de 20S RNA en E. coli .  
pLOR116  Se in tro d u ce un cod ó n de para d a desp u és del a min o á cid o Leu 274  de p91  en pLOR 91 .  
 
 
5.  MÉTODOS GENÉTICOS  
L a co njugac ió n entre do s cepas co n feno t ipo sexual opue sto , la sele c c ió n de diplo ide s, 
espo rulac ió n y po st e rio r análisis de las espo ras mediant e dise c c ió n de tétradas se llevó a cabo 
siguie ndo los méto dos de Gené t ic a clásica de Mortimer (Mortimer y Hawthorne, 1975) .  
 
5 .1  AISLAMIENTO DE ASCOSPORAS MEDIANTE MICROMANIPULACIÓN:                     
ANÁLISIS DE TÉTRADAS  
L a mi crom anipulac ió n de asco spo ras perm it e separar las cuat ro espo ras de una célula 
diplo ide que se pro duce n tras la espo rulac ió n de la mism a.  
El cult iv o co n lo s diplo ide s de S. cerevisiae  tiene que estar en fase lo garít m ic a en el 
mome nt o que se induc e la espo r ulac ió n mediant e acet ato de potasio al 1%. Despué s de 24 a 48 
ho ras en este medio a 25ºC se obse rv an las células al microsco pio para co m probar si la espo rulac ión 
ha tenido lugar. En caso afirm at iv o, se reco ge n las células, se añade n 10.0 00 unidade s de Glus ulasa® 
( Pelkin Elmer ® ) y se incuba la muest ra 10 minuto s a 37ºC, tiem po durant e el cual se rom pe la pared 
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de l asca. La muest ra se microm anipula en placa en un microm anipulado r Singer Instruments MSM 
Systems , separando las cuat ro espo ras. La placa se incuba a 28ºC, y post erio rme nt e se analiza 
mediante réplic as en placas co n dife re nte s auxo t ro fías lo s marcado re s de cada espo ra.  
 
5 .2  C I T ODUC CIÓN  
E l pro ce so de cit o duc c ió n co nsiste en la transm isió n de elem e nto s extrac ro mo som ale s 
desde una cepa haplo ide hast a otra d e tipo sexual opue sto , sin que hay a cam bio s en la do tac ió n 
gené t ic a nucle ar. Durant e este pro ce so , en el que hay mezcla de cito plasm as al fusio narse las cepas 
pare nt ale s, no se pro duc en células diplo ide s debido a que una de las estirpe s prese nt a la mutac ió n  
kar1 - 1 y es defe c t iv a en fusió n nucle ar  ( Co nde y Fink, 1976 ) .  Se fo rm an, po r tant o , hete roc ario ntes 
transit o rio s que en la prime ra div isió n mitó t ic a fo rm an de nuev o do s células haplo ide s co n núcle o s 
idént ic o s a lo s pare ntale s y co n lo s cito plasm as mezclado s.  
Dado que la prese nc ia de 20S RNA no co nfie re nungún feno t ipo a la célula po rt ado ra, la 
única fo rm a de co no c e r si alguna célula rece pt o ra ha adquirido el virus po r cito duc c ió n es de 
mane ra indire ct a, com probando la adquis ic ió n de otro s eleme nto s exist e nt es en el cito plasm a y 
cuy a prese nc ia sí pueda ser dete ct ada, com o po r ejemplo las mito co ndrias.  
 
Las cepas do ndado ras han de ser [rho + ] (ρ + ) y las rece pto ras [rho - ] (ρ - ) . Las cepas ρ -  se 
puede n obte ne r po r crecim ie nto en placas de YP AD suple me nt adas co n brom uro de e tidio . Las 
co lo nias cito duc idas  que se transfo rmarán en ρ +  se po drán dist inguir de las ρ -  mediant e la utilizac ió n 
de fuent e s  de carbo no no ferme nt able s, com o es el caso del medio YP G, que llev a glice ro l en vez de 
gluco sa com o fuent e de carbo no .  
Am bas cepas pare nt ale s (do nado ra y rece pt o ra) co njugan en medio YP AD durant e 7 - 8 ho ras 
a 28ºC. Despué s de este tiem po po demo s obte ne r c uat ro tipo s de células dife re nt e s en las placas: 
las do s cepas pare nt ale s originale s haplo ide s que no han co njugado , un núm e ro peque ño de células 
diplo ide s que han sido capac e s de fusio nar sus núcleo s a pesar de la mutac ió n kar1 - 1 y las células 
cito duc idas . Mediante el aislamiento de colonias en medios carentes de alguno de lo s marcado res 
auxo t ró fico s de las cepas pare nt ale s y réplicas en medio YP G (para dist inguir la cepa rece pto ra ρ -  de 
la cito duc ida ρ + ) .  
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6.  ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE DATOS  
P ara el análisis bio info rm át ic o de las sec ue nc ias de DNA y de am ino ác ido s  se utilizaro n lo s 
pro gram as DNASTAR™  y  4Peaks .  
El dise ño de plásm ido s y oligo nuc le ót ido s se realizó con el pro gram a Gene Construction Kit . 
E l anillam ie nt o de secue nc ias se hizo co n el pro gram a ClustalX .  
Las secue nc ias génic as y pro t e ic as de S. cerevisiae se obtuv ie ro n de la base de dato s 
Saccharomyces Genome Database  (SGD ) ( www.yeastgenome.org) .  
Las relac io ne s filo ge né t icas de las RdRp se estable c ie r o n mediant e el pro grama Mega2.  
Las búsque das biblio gráfic as se realizaro n princ ipalm e nte a trav é s de las base s de 
ME DL I N E ™ .  
El análisis de las estruct uras secundarias de las mo lé c ulas de RNA se realizó mediante el 
pro gram a  MFO LD  (Zuke r, 2003 ) .  
Figura  16.  Esquema del proceso de 
citoducción en S. cerevisiae .  Las c élu la s se 
fu sio n a n pero no su s nú cleo s, gen era n d o 
un h eterocarionte transitorio . Las célu la s 
hija s tien en el mis mo cito p la sma , p ero lo s 
nú cleo s de lo s paren t a les  
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T al y com o se describió en la Intro duc c ió n, es po sible gene rar 23S RNA  en lev aduras  a part ir 
de un vecto r de expre sió n. Para estudiar  de fo rma sim ilar la po sible  gene rac ió n de  20S RNA a part ir 
de plásm ido s, se siguió el pro ce dim ie nto que se describe a  co nt inuac ió n:  
 
L a cepa 292 8 - 4 de S. cerevisiae , que care ce del virus , se transfo rmó co n el plásm ido pRE740 . 
Este plásm ido se co n st ruyó clo nando el  cD NA com ple t o  de 20S RNA en el vecto r  de expre sió n de  
lev aduras pI2 , bajo el prom ot o r co nst it ut ivo PGK1 . Par a obte ne r transc rito s c o n el extremo 3’ 
idént ic o al de 20S RNA  se fusio naro n 82 nt de la cade na antige nó m ic a de la ribozim a del virus delt a 
de la Hepat it is  (HD V)  detrás de la secue nc ia del virus (P erro tt a y Been, 199 1) . El plásm ido co nt ie ne 
adem ás el gen TRP1  como marcado r sele c c io nable  ( Fig. 1 6 - A ) . Cuando se visualiza el RNA obte nido  
de  lo s transfo rm ante s en un gel de  agaro sa teñido con bro m uro de etidio  se obse rv a que  en la cepa 
transfo rm ada apare ce una banda entre lo s RNAs ribo so male s (rRNA) de la lev adura, cuy a mov ilidad  
se corre spo nde co n el RNA viral de una cepa co n el virus endó ge no ( cepa 2928 )  (Fig. 16 - B) . Para 
com pro bar que se trat a  d el genom a de 20S RNA, los RNA s se transfirie ro n a una mem bran a s de 
nylo n que se hibridaro n  con so ndas espec ífic as de la cade na (+) y la cade na ( - ). El dato del N orthern 
sugie re que exist e replic ac ió n del tran sc rito prim ario  pro ce de nt e de pRE74 0 , ya que se dete c t an las 
cade nas de po laridad ( - ). Esto indic a que el RNA  se ha traduc ido para dar lugar a p91 y ésta lo ha 
replic ado in vivo. Adem ás e l virus así originado  es autóno mo y  no depe nde del plásm ido , ya que una 
vez elim inado 20S RNA se mant ie ne en la célula en una cant idad sim ilar a la del virus endó ge no .  
Aunque lo s transc rito s gene rado s a part ir de  pRE74 0 (o plásm ido s derivados )  tiene n  e l 
extremo 3’ idént ic o al del virus endó ge no , en 5’ hay 47 nt que proce de n del vect o r. Mediante 
expe rim e nto s de primer extension se ha com pro bado que esa secue nc ia no viral desapare c e en los 
virus gene rado s.  
 
Este sist em a, al igual que en el caso de 23S RNA , perm ite realizar estudio s de g ené t ic a 
r ev e rsa, mo dific ando la secue nc ia del genom a viral in vitro para ver el efecto del cam bio 
intro duc ido so bre la gene rac ió n del virus in vivo .  
GENERACIÓN DE 20S RNA EN S. cerevisiae A PARTIR 
DE UN VECTOR DE EXPRESIÓN 
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En lo s expe rim e nto s de Northern con plásm idos derivado s de pRE7 40 , que se muest r an en 
lo s  apart ado s siguie nt e s, se ha utilizado so lame nt e la dete c c ió n de las cade nas (+)  en vez de so ndas 
de las do s po laridade s. En to do s lo s caso s analizamo s  al meno s do s transfo rm ant es, pero en las 
figuras  só lo se muest ra el result ado de uno p ara sim plific ar lo s datos.  
Figura 16 . Generación de 20S RNA en S. cerevisiae . A. Di a gra ma del plá s mid o pRE 74 0 utiliz a d o para la 
gen era ció n de 20S RN A. Los pro d u ct o s de  exp re sió n son el  tra n scrit o y la RN A poli me ra sa  p91, qu e lo 
rep lica para dar lu ga r al viru s. B.  Gen era ció n del viru s  S. cerevisiae . La c ep a 292 8- 4  ( sin vi ru s en d ó gen o )  se 
tra n sfo rma con el plá smid o pRE 740 y el RN A  de la s cé lu la s se an a liz a en un ge l de ag a ro sa teñ id o con 
bro mu ro de etid io  (A). Las cad en a s (+) y (- ) del RN A vira l se detect a n med ia n t e Northern  con son d a s 
esp e cífica s (B) y (C). La can t id a d de viru s g en era d o a part ir de pRE 740 es si mila r al d e la cep a 292 8 ( viru s 
en d ó gen o ). S e in d ica la posi c ió n de 20 S RN A y la forma b ica t en a ria W en lo s Northern . W se vi su a liz a 
mejo r cu a n d o se d etect a n la s cad en a s ( - ), ya qu e la me mb ra n a está sob ree x p u est a . C . E l viru s g en era d o 
no dep en d e de pRE 7 40 para su man t en imi en t o . 20S RN A es esta b le en la c élu la  un a vez eli min a d o  el 
plá smid o del qu e pro ced e ( ce p a “cu ra d a ” ).  
 
B 
A 
C  
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1..  ESTT UU DII OO  DE LAS SEÑÑ ALES EN cis EN EL EXX TT REMOO  33 ’’  QQ UU E AFF ECC TT AN A LA 
REPP LII CC ACC II ÓÓ N YY  FF OO RMACC II ÓÓ N DE CC OO MPP LEJJ OO S p99 1// 20S RNA 
 
L a secue nc ia de lo s extrem os 5’ y 3’ de 20S RNA tiene cinco nucleó t ido s inv e rt ido s y 
repe t idos, que además so n co m u ne s al virus 23S RNA (5’ - GGGGC… GCCCC- O H  3’ ). Uno de los 
obje t iv os de este trabajo es dete rm inar las po sible s señale s en  cis prese nt e s en el extre mo 3’ de 20S 
RNA , ya que result ado s prev io s co n el otro n arnav irus  indic an la im po rt anc ia de  este  extremo en  s u 
replic ac ió n y en la fo rm ac ión de lo s co m plejo s entre el RNA y la po lim e rasa.  
 
1.1  ESTUDIOS DE REPLICAC IÓN  DE LA CADENA (+)  
1.1.1  MODIFICACIÓN DE LAS CUATRO ÚLTIMAS BASES  
E l sist em a de gene rac ió n del virus ante riorme nt e descrit o perm it e  mo dific ar la secue nc ia de 
20S RNA  in vitro sobre el plásm ido d e expre sió n pRE7 40  para po st e rio rm e nte analizar su efe cto 
so bre la gene rac ió n de 20S  RNA in vivo.  En prim e r lug ar exam inamo s el pape l de lo s último s cuat ro 
nucle ó t ido s de 20S RNA cam biándo lo s de cito sin a s a  adeninas ( CA) .  
Com o se obse rv a en la figura 17 el cam bio de la últim a o penúlt im a cito sina no afect a a la 
gene rac ió n de 20S RNA, pero sí lo hace n lo s cam bios en la terce ra o cuart a (desde el extremo 3’). 
Po r lo tanto , la tercera y la cuarta citosinas son esenciales para la replicación.  
Figura 17 . Efecto de la modificación de las últimas cuarto citosinas de 20S 
RNA sobre la generación del virus. Los camb io s de la tercera y cua rt a 
cito sin a i mp id en  la gen era ció n de 20 S RN A.  Los RNA s fu er o n sep a ra d o s en 
un gel de aga ro sa como en la Fig. 16 y se hib rid a ro n con son d a esp ecí fica 
de la cad en a (+).  
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1.1.2  EFECTO DE LA A DICIÓN O ELIMINACIÓN  DE BASES EN EL EXTREMO 3’  
P ara estudiar en más detalle  la im po rt anc ia de la secue nc ia  en 3’ , se elim inaro n la últim a o  
las do s últim as bases. Com o se obse rv a en la figura 18, la ause nc ia de estas cito sinas tam poco  
afect a a la replic ac ió n de 20S RNA, lo que indic a que no so n nece sarias.  
En otro s expe rim e nto s, en vez de dism inuir la secue ncia en 3’ , se añadie ro n una o tres bases 
en dicho extre mo , delante de la secue nc ia de la ribo zim a, para com pro bar si la prese nc ia de 
secue nc ia s extra afect aba a la gene rac ió n del virus. E n la figura 18 se obse rv a  que  la adició n de 
estos nucleó t ido s en el extre mo 3’ no afect a a la gene rac ió n de 20S RNA, aunque existe may o r 
dific ult ad en el caso de que la base extra  sea gua nina (G), tanto una como tres. Sin em bargo , una 
vez que el virus se ha gene rado a part ir de esto s vect o re s co n guaninas extra y el plásm ido es 
elim inado de las células , la cant idad de virus prese nt e  en estas cepas es indist inguible respe c to a los 
otro s mut ante s, o incluso al virus silv e st re  (no se muest ra) .  
 
Para estudiar si las mo dific ac io nes intro duc ida s se mant e n ían en lo s virus gene rado s, 
secue nc iamo s sus  extremos 3’ , habie ndo elim inado prev iam e nte  el plásm ido de expre sió n . Para ello 
se am plific ó el ext remo 3’ del  genom a viral mediant e 3’ - RACE y s e analizaro n 8 –  10 clo nes 
inde pe ndie nt e s . C omo se muest ra en la Tabla 7 , la s ust it uc ió n de la últim a o penú lt im a C po r A, es 
co rre gida en lo s virus generado s. Adem ás, en el caso de la elim inac ió n de las dos últ im as Cs , éstas 
se recupe ran. En la mayo ría de lo s clo ne s analizado s recupe ram o s virus co n la secue nc ia  en 3’ del 
virus endó ge no (4 Cs) , nunca co n el cam bio intro duc ido in vitro .  Esto s result ado s indic an que 20S 
RNA tiene  un eficie nt e mecanismo de reparac ió n in vivo, capaz de rest aurar el exte rm o 3’ para que 
Figura 18.  Efecto de la eliminación y adición de bases en el extremo 3’ de 20S RNA sobre la 
generación del virus. L a s bas es eli min a d a s o aña d id a s est á n en verd e detrá s de la secu en cia de 
20S RN A.  
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siem pre hay a cuat ro cito sinas. Adem ás, en lo s caso s en lo s que se habían añad ido varias base s al 
extremo 3’, éstas se han elim inado , indic ando claram e nte que 20S RNA tiene un mecanism o para 
mant e ne r el tam año y la secue nc ia de l extremo 3’ de las cade nas (+).  Esto es sim ilar a lo que ocurre 
en 23S RNA (Fujim ura y Este ban, 2004 a) .  
 
 
El hecho de que  las últimas cuatro citosinas se recupe re n cuando  intro duc imo s un ca m bio , 
o añadimo s otras base s, indic a que  son importantes para la replicación de 20S RNA, y por tanto, 
constituyen una señal en cis  en esta parte del genoma.  
 
 
1.1.3  MODIFICACIÓN DE LA E STRUCTURA SECUNDARIA  
IMPORTANCIA DE LA QUINTA GUANINA  
L o s 35 último s nucle ó t i do s del genom a de 20S RNA fo rman una estruct ura secundaria en 
ho rquilla, co n un brazo de 13 nts y una burbuja de 5 (Fig. 19).  
 
TABLA 7. 3’ RACE de algunos de los virus generados a partir 
del sistema de expresión de 20S RNA en S. cerevisiae.  
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Cuando mo dific amo s la quint a guanina po r una cito sina (G5 C , pRE8 43 ) el virus no se gene ra 
(Fig. 20, carril 1 ) .  Para sabe r si la im po rt anc ia de esa base  en 20S RNA reside  en su secue nc ia per s e, 
o en la estruc t ura secundaria de la que fo rm a parte , que co n el cam bio se abre dejando un brazo de 
12 bp, realizam o s la serie de mo dific ac io ne s que se describe n a co nt inuac ió n.  
 
P rime ro, para rest aurar la estruc t ura  mant e nie ndo la mo dific ac ió n G5C, se intro dujo l a 
mutac ió n com pe nsato ria C35 G  (pRE8 48 ) . Com o esta variac ió n pro duc e adem ás el cam bio de 
am ino ác ido Thr 8 23 S e r , realizam o s do s co nt ro le s: un  plásm ido  que co nt ie ne la mutac ió n A36 U, e n la 
que se cam bia el am ino ác ido Thr 8 23 S e r , pero que al estar fuera del brazo , no afect a a la estruc t ura 
secundaria  del RNA  (pRE850 ) , y como se obse rv a en la figura 20 (carril 3) , ta m po co a la gene rac ió n 
del virus , y otra co n la mutac ió n sencilla C35 G, per o mant e nie ndo la secue nc ia 3’ original del virus 
(… GCCCC - O H)  (pRE84 9 ) . En este caso, el virus no se gene ra, lo que sugie re que la quint a base , sea 
guanina o cito sina, nece sita estar apare ada fo rm ando part e de la estruc t ura secundaria.  
 
Para co m pro bar que e l doble mutante (G5C, C35 G) no rev ie rte durant e la gene rac ió n del 
virus, se aisló RNA viral de la cepa una vez elim inado el plásm ido , y se secue nc ió el extremo 3’ 
mediant e 3’ - RACE . S e compro bó que to do s lo s clo nes analizado s (1 0 ) rete nían am bas mutac io ne s ,  
lo que  indic a que  la quinta guanina no es importante para la generación de 20S RNA, lo es la 
estructura secundaria de la que forma parte.  
 
 
 
 
Figura 19. Estructura secundaria 
del extremo 3’ de 20S RNA . L os 
35 último s nt de la se cu en cia del 
viru s forma n un a estru ct u ra en 
forma de horq u illa . Se in d ica n 
los 8 último s amin o á cid o s de 
p91 y el cod ó n de para d a .  
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OTRAS MODIFICACIONES EN EL EXTREMO 3’ DE 20S RNA  
Ade m ás de lo s cam bio s en las cuat ro cito sinas y en lo s dos nu cleó t idos que inician la 
estruc t ura secundaria , se intro duje ro n cam bios en el plásm ido pRE74 0 que afect an tanto a la 
secue nc ia prim aria de lo s últim os treint a y cinco  nucle ó t ido s del extremo 3’ com o a su estruc t ura 
secundaria, para inte nt ar ident ific ar bas e s o zo nas que pudie ran estar im plic adas en  la replic ac ión 
del virus . La lim it ac ió n más im po rt ant e en esto s expe rime nt os es  que la zona no traduc ida del 
geno ma  en 3’ (3’ - UTR) es de tan só lo  do ce nucleó t idos  (Fig. 19 ) , lo que rest ringe  lo s cam bio s que se 
pu ede n realizar so bre la secue nc ia del cD NA  sin que la secue nc ia de p91 se vea afect ada. En la 
figura 2 1  se muest ran alguno s de lo s cam bio s introduc ido s  de fo rm a esquem á t ic a, co n el po sible 
plegam ie nto de la estruc t ura según la mo dific ac ió n. Se puede ver que  só lo las mo dificac io ne s que 
afect an drást ic am e nte a la estruc t ura secundaria tambié n lo hace n a la replic ac ió n de 20S RNA, lo 
que indic a que, efect iv ame nt e esta estruct ura es im po rt ant e , no así la secue nc ia primaria, que 
pare c e no afect ar.   
 
Figura 20.  Modificaciones en la parte inferior de la estructura secundaria del extremo 3’ de 20S RNA . 
Sólo los camb io s qu e altera n la estru ct u ra ,  dismin u y en d o la lon git u d del bra z o , afect a n a la gen era ció n 
del viru s, in d ep en d i en t em en t e de la se cu en cia .  
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D ado que l a e struc t ura secundaria del extrem o 3’ es muy sim ple , si la co m param os co n la  
de 23S RNA (Fig. 2 ), es po sible que exist an  señale s en cis impo rt ante s en replic ac ió n adem ás de en 
ella, en alguna otra estruc t ura secundaria pró x im a al extrem o 3’.  Po r ello , dec idimo s realizar 
algunas mo dific ac io ne s en la estruc t ura secundaria ady ac e nte  a la estudiad a anterio rme nt e  (Fig. 22 -
A) , result ado s que se muest ran en la figura 22- B .  En el dise ño de to do s lo s cam bio s inte nt amo s que 
la estruct ura secundaria se mo dific ara, bien hacié ndo la más fuert e po r el anillam ie nto de nt que 
ante s no eran co m pleme nt ario s  o  más débil abrie ndo zo nas bicat e narias o modific ando la burbuja  
de la ho rquilla. Aunque el exam e n no fue exa h ust ivo , no pare c e que en esta zo na exist an señale s en 
cis im p o rt ante s en replic ació n, ya que en to do s lo s caso s obtuv imo s gene rac ió n de 20S RNA sim ilar 
al co nt ro l sin mo dific ar.  
 
 
 
 
 
Figura 21. Modificaciones de la secuencia del extremo 3’ de 20S RNA y su efecto en la 
generación del virus. Algu n a s de ella s af ect a n a la estru ct u ra secu n d a ria . Los ast eris co s in d ica n 
las bas es mod i fica d a s.  Sólo los ca mb io s 5 y 6 i mp id en la ge n era ció n de 20S RN A. Lo s ca mb io s d e 
los mu ta n t es 3 y 4 no af ect a n a la g en era ció n  de 2 0S RN A, a pesa r de t e n er el  bra z o de 1 2 bp  y el 
bu cle de 7 nt en vez de 5.  
Resultados     63 
 
 
Figura 22. Modificaciones de la segunda horquilla del extremo 3’ de 20S RNA y su efecto en la 
generación del virus.  A.  Dia g ra ma  de la estru ct u ra se cu n d a ria . Las ray a s in d ica n la se p a ra ció n en tre lo s 
cod o n es de p91. B.  Rep r es e n t a ció n esq u emá t ica d e los camb io s de la estru ct u ra sec u n d a ria segú n las 
pred iccio n e s del pro gra ma M FOL D. Los ast eris co s in d ica n la posició n de las bases mod i fi ca d a s. Nin gu n o de 
los ca mb io s in tro d u cid o s alt e ra la secu en c ia de p91. C .  Descrip ció n de los camb io s y gen era ció n d e 2 0S 
RN A a part ir de los plá smid o s en un exp erim en t o tip o Northern .  
A 
B 
C  
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1.2  F ORMACIÓN DE COMPLEJOS  p91/20S RNA  
P ara pro fundizar en la im po rt anc ia del extre mo 3’ del virus 20S RNA, decidimo s  estudiar si  
alguna s de las mo dific acio ne s ante rio re s puede n afect ar a la fo rm ac ió n de los com ple jos 
ribo nuc le ico s p91 /2 0 S RNA. Co mo se ha descrit o en la Intro duc c ió n, lo s com ple jos entre el genoma 
viral y su po lim e rasa so n clav e en la supe rv iv e nc ia del virus, ya que pro babl em ent e  su fo rmac ió n es 
esenc ial para la estabilizac ió n de su genom a en  la célula. Estudio s recie nte s del labo rato rio  con 
com ple j o s parcialm e nte purific ado s han dete rm inado  que p91 se une al RNA en lo s extremo s 5’ y 3’, 
y de una mane ra más débil  en la zo na central de la molé c ula (Fujim ura y Este ban, 200 7 ) .  
La estrat e gia llev ada a cabo para el estudio de la form ac ió n de lo s com ple jo s virale s in vivo  
es sim ilar  a la de la generac ió n de 20S RNA , co n la dife re nc ia de que en este caso se han mo dificado 
en el plásm ido las tres base s  de la secue nc ia de autoc o rte  de la ribo zim a (GGG AAA) , de manera 
que lo s tr anscrit os no se pro ce sa n y tiene n alre de do r de 600 nt  extra  en el extrem o 3’  pro ce de nt e s 
del vecto r .  E ste plásm ido es el  pLOR7  (Fig. 23 ).  Lo s  RNA s expre sado s a part ir de este plásm ido no 
puede n gene rar 20S RNA debido a la secue nc ia extra en 3’, pero puede n traduc irse para  dar lugar a 
la po lim e rasa p91 . El RNA  puede fo rm ar com ple jo s co n p91 in vivo  a pesar  de las exte nsio ne s no 
virale s en su extremo 3’. Esto s com ple jo s so n sim ilare s a lo s que fo rm an p91 y 20S RNA endó ge no s 
y se puede n inm uno pre c ipit ar utilizando an tic ue rpo s a nti - p9 1  (Fig. 24 ).  
 
 
 
 
Figura 23 . Esquema del plásmido utilizado para estudiar la formación de 
complejos p91/20S RNA in vivo . E n el extre mo 3’ d e este plá sm id o se 
in tro d u j ero n algu n a de las mu ta cio n es qu e af ect a n a la gen era ció n de 20S RN A.  
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Con esta estrate gia estudiam os la fo rmac ió n de com ple jo s entre alguno s de lo s mutant e s en 
el extrem o 3’ descrit o s en el apart ado 1.  
 
1.2.1  EFECTO DE LAS MODIFI CACIO NES DE LAS CUATRO ÚLTIMA S CITOSINAS  
Usando este siste m a, se analizó el efect o de las mutac io ne s en las últim as base s del 
extremo 3’ de 20S RNA en la fo rm ac ió n de los com ple j o s. Como se muest ra en la figura 25- A , 
mient ras que lo s cam bios en la últim a y penúlt im a cito sina no afect an  a este pro ce so , la 
mo dificac ió n de la terce ra o cuart a cito sina dism inuye la fo rm ac ió n de lo s co mple jo s p91 /2 0 S RNA 
alre de do r de un 90%.  El hecho d e que lo s mutant e s C3A y C4A no fo rm e n co m ple jo s co n p91 puede 
ser la causa de la ause nc ia de replic ac ió n  obse rv ada en el apart ado 1.1 .  
 
Figura 24. La generación de 20S RNA a partir de plásmidos requiere una ribozima funcional, no así la 
formación de complejos p91/20S RNA.  A.  RNA s ob ten id o s a part ir de la c ep a 29 28 - 4 sin tra n sfo rma r o 
tra n sfo rma d a con lo s plá s mid o s pRE 740 (rib o z ima fu n cio n a l) o pLOR7 (sin rib o z i ma ) sep a ra d o s en un gel 
de aga ro sa . En la cep a tran sfo rma d a con pRE 740 se ob ser va 20S RN A  tan t o en el gel teñ id o con bro mu ro 
de etid io como en el Northern  co rre sp o n d ien t e . El p lá s mid o pLOR7 no g en era 20S RN A deb id o a l a 
secu en c ia e xtra qu e tien en lo s tra n s crit o s . B.  Li sa d o s ce lu la res de la s cep a s an a liz a d a s en A obten id o s en 
fase loga rít mica fu ero n in m u n o p recip it a d o s con an ticu erp o s an ti - p 91. 20S RN A se detect a en los 
in mu n o p recip it a d o s en un Slot Blot  med ia n t e hib rid a ció n con u n a son d a esp ecífi ca de 20S RN A.  La 
secu en cia extra del vect o r qu e no tien e rib o z ima no afect a a la forma ció n de los co mp lej o s.  
 
A B
 
66           Resultados      
 
1.2.2  MODIFICACIÓN DE LA E STRUCTURA SECUNDARIA  
T am bié n s e mo dific ó la ribo zim a de los plásm ido s em ple ado s en el análisis de la quint a 
guanina, y se inm uno pre cipit aro n lo s com ple jo s con  antic ue rpo s anti - p9 1 . En la figura 25- B  se 
obse rv a cómo en to do s los caso s, lo s cam bios que afect aban a la gene rac ió n de 20S RNA tam bié n 
im pide n la fo rm ac ió n de com ple jo s entre el RNA y la po lime rasa.  
A 
B 
Figura 25. Inmunoprecipitación de complejos ribonu cleoproteicos formados in vivo  entre 
p91 y transcritos que tienen modificado su extremo 3’ . A.  Camb io s en las cu a t ro cito sin a s. 
El triá n gu lo verd e in d ica el si tio don d e cort a ría la rib o z ima . B.  Camb io s qu e afect a n a la 
estru ct u ra secu n d a ria ad y a c en t e al ex tre mo 3’. Esto s camb io s son si mila r es a l os 
presen t a d o s en la figu ra 2 0. En los dos exp eri men t o s, l as mod ifica cio n e s qu e a fect a b a n a la 
gen era ció n de 20 S RN A en am b o s caso s ta mb ién af ect a n a la forma ció n de los co mp lej o s.  
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En lo s mutant es que no puede n gene rar 20S RNA se obse rv a una fo rm ac ión basal de 
com ple jo s p91/ 20 S RNA (apro x im adame nt e un 10% respe c to al silv est re ) pro bable m e nte debido a 
la unió n que tiene lugar en la part e cent ral del RNA (Fujim ura y Este ban, 2007 ) . Adem ás en estos 
caso s tam bié n se obse rv a un dism inuc ió n en la cant idad de RNA total debido pro bablem e nt e a que 
el RNA no unido puede ser atacado más fácilm e nte por lo s sist em as de degradac ió n de la lev adura.  
 
Es to s result ados, y l o s obte nido s en el apart ado 1. 1 , evide nc ian una clara correlación entre 
replicación y formación de complejos p91/20S RNA . To dos lo s mutante s que fo rm an co m plejo s so n 
capac e s de gene rar 20S RNA expresado a part ir de un plásm ido , mient ras que los mutant e s que no 
lo s fo rm an, tam poc o puede n gene rar el virus.  
 
1.3  GENERACIÓN DE  20S RNA A PARTIR DE CADENAS DE POLARIDAD  NEGATIVA  
L as cade nas de po laridad negat iv a (cade nas ( - ) so n el mo lde para la sínt e sis de las cade nas 
(+) de lo s virus ss- (+ ) RNA, se gún se mencio na en  la Intro duc c ió n. Adem ás, dato s prev ios de nuest ro 
labo rato rio indic aba n que  estas cade nas tam bié n puede n fo rm ar  com ple jo s co n p91 (Garc ia- Cue llar  
et al., 1995 ) . Para po de r estudiar las señale s en cis impo rt ante s en replic ac ión en esta cade na, 
inte nt amo s gene rar 20S RNA a part ir de plásm ido s que expre san la cade na ( - ). Dado que ésta no 
puede traduc irse para dar lugar a la po lim e rasa, se nece sit a un segundo plásm ido como fuente de la 
enzim a. Así dise ñamo s un sistema de dos plásmidos en el que  uno d e ello s d a  lugar a p91 , pero e sta  
po lime rasa no pued e   replic ar el transc rit o  del vecto r po rque hem o s intro duc ido una mo dific ac ió n 
en  el extre mo 3’ , y en el otro est á  clo nada la secue nc ia de la cade na ( - ) de 20S RNA (Fig . 26- A ) .  
El plásm ido pRE7 87 ( e xpresa  la po lim e rasa p91 ) co nt ie ne la mo dific ac ió n C4A en el extremo 
3’ del cD NA. p91 se puede traduc ir a part ir de los transc rit o s, pero  no se puede gene rar 20S RNA 
( Fig. 17) . El plásm ido pRE80 5 (mo lde )  tiene la secuenc ia com ple t a de 20S RNA  pero inve rt id a , de  
mane ra que lo s transc rito s gene rados  tiene n la misma po laridad que las cade nas ( - ) del virus. Este 
plásm ido tam bié n tiene la ribo zim a del HDV fusio nada al extrem o 3’  pero  e l RNA expre sado a part ir 
de l mismo  no se puede traduc ir  para dar p91 .  
Cuando l a cepa 2928 - 4 se transfo rma co n cualquie ra de lo s do s plásm ido s por separado , 
20S RNA no se gene ra (Fig. 26 - B ) , p ero cuando  la levadura llev a am bo s plásm ido s obse rvamo s la 
prese nc ia de 20S RNA  (Fig . 26, carril 3 ). La eficie nc ia en la gene rac ió n mediant e es te sist em a es muy 
alta.   D espué s de elim inar am bo s plásm idos, más del 70% de las co lo nias analizadas han adquirido  
el virus, un po rce nt aje sim ilar al enco nt rado en  la gene rac ió n de 20S RNA a part ir del vect o r  
pRE7 40 . Nuestra explicac ión  es que lo s transc ri to s del plásm ido mo lde (pRE8 05 ) se proce san po r la 
acció n de la ribo zim a, generando extremo 3’ iguale s a lo s de la cade na ( - ) del virus  endó ge no . Estas 
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moléculas de RNA so n reco no c idas po r la po lime rasa pro duc ida po r el otro plásm ido (pRE78 7 ) , que 
actúa en  trans para p ro ducir co pias de la cade na (+) a part ir del mo lde .  Estas cade nas ya se puede n 
traduc ir y replic ar inde pe ndie nt e me nt e de lo s do s vect o res iniciale s.  
B 
Figura 26 . Generación de 20S RNA a partir de cadenas ( - ) en S. cerevisiae . A. Esq u e ma de los plá s mid o s 
emp lea d o s: pRE 787 exp re sa p91 y pRE 805 da lu ga r a las  cad en a s n ega t iva s. A mb o s pro d u ct o s de 
exp res ió n se un en para form a r comp lej o s rib o n u cl eo p ro t e ico s qu e se pu ed en rep lica r y gen era r el viru s 
20S RN A. B . An á lisi s del RN A vira l ob ten id o a part ir de la cep a 2928 - 4 tra n sfo r ma d a co n cad a plá smid o 
in d ep en d ien t e m en t e y con lo s dos a la vez . Sólo en este últ imo caso se gen era 20S RN A, con un a can t id ad 
simi la r a la ob ten id a al tra n sfo rma r con el plá s mid o está n d a r pRE 740.  
 
A 
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Para demo st rar que el virus 20S RNA gene rado a part ir del siste m a de do s plásm idos 
pro ce de de l mo lde de cade na ( - ) , e l  plásm ido pRE8 05  co nt ie ne una m utac ió n sile nc io sa  que hemo s 
intro duc ido mediant e mutagé ne sis dirigida in vitro y que lo dist ingue del cD NA que llev a pRE787 .  
Así  se cre ó  un nuevo sitio Sm aI (T14 76 G)  (Fig. 27) . A part ir de  20S  RNA de  la cepa transfo rm ada cpn 
am bo s plásm ido s  se am plific ó mediante RT - P CR un fragm e nto de cD NA de 842 bp do nde se lo caliza 
el nuev o sitio de rest ric c ión. Prev iam e nte habíamo s curado la cepa de lo s do s vect o re s de part ida. 
Com o co nt ro l, tam bié n se am plific ó la mism a zo na del genom a del virus endó ge no . Cuando estos 
f ragm e nto s se digirie ro n co n Sm aI (Fig. 27- B ) , el cD NA del virus pro ce de nt e de lo s do s vecto re s se 
digie re  co m ple t am e nte , mient r as que el del virus endó ge no es  resiste nt e a la acció n de la enzima. 
Po r  lo tanto , este result ado dem ue st ra que el virus que proviene  del sistema de dos plásmidos 
procede de las cadenas negativas , y no s valida la utilizac ió n de este vecto r para analizar el efect o 
de las mutac io ne s en su extre mo 3’ so bre la replicac ión de 20S R NA.  
 
 
Figura 27 . El virus 20S RNA generado mediante el sistema  de dos plásmidos procede de la 
expre sión de las cadenas ( - ) . A.  Diagra ma d e 20 S RN A en d ó gen o o del cDN A clo n a d o en 
pRE 787. En el cDN A del plá smid o  pRE 805 se he crea d o un sitio Sma I en la posició n 1475. Las 
flech a s in d ica n lo s oligo s utili z a d o s para amp lif ica r un fra g men t o de 842 nt med ia n t e R T - P CR. 
Los pro d u ct o s esp era d o s, de s p u és de dige rir con S ma I se mu est ra n deb a j o . B.  Análisi s en gel de 
aga ro sa de los pro d u ct o s de RT - P CR amp li fica d o s a part ir del viru s en d ó g en o (co n t ro l) o a part ir 
de 20S RN A gen era d o a part i r de dos plá s mid o s, un a vez e limin a d o s d e la cep a 2 928 - 4 .  Como 
con t ro l de tama ñ o se in clu y e un fra g mento del fago λ digerido con HindIII. 
 
A B 
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1.3.1  EFECTO DE  MODIFICACIONES DEL E XTREMO 3’  DE LA CADENA ( - ) SOBRE LA REPLICACI ÓN 
DE 20S RNA 
Usando el siste ma de do s plásm ido s, se puede n intro duc ir mo dific ac io ne s en el cD NA que 
da luga r a la cade na ( - )  y de fo rm a sim ilar a los expe rime nt o s realizado s co n la cade na de la otra 
po laridad , estudiar  si existe n señale s en cis  necesarias para la replicac ió n del virus   en el extrem o 3’ .  
En el  extremo 3’ de la cade na ( - ) tam bié n exist e una estruc t ura secundaria en ho rquilla seguida de 
cuat ro cito sinas (Fig. 2 8 - A ). Se exam inó el pape l de  las  cuat ro cito sinas mo dificando  cada una de 
ellas  a adenina. E nco nt ramo s que lo s cam bio s en la terce ra y cuart a cito sina (desde el extremo 3’) 
afect an a la gene rac ió n del virus, mient ras que lo s cam bio s de la últim a y penúl t im a no (Fig. 2 8 - B ) . 
De igual mane ra que en el caso de la cade na (+)  puede n elim inarse del extremo 3’ las do s últim as 
base s, sin afectar a la generac ió n de 20S RNA (só lo se muest ra en la figura el mutant e al que le falta 
la últim a citosina, pLOR4 ) . Estos resultado s indic an que la tercera y cuarta citosinas de la cadena 
negativa del virus son esenciales para la generación del virus , mient ras que las do s últim as no lo 
so n .  
A 
B 
Figura 28.  Efecto de modificaciones en el extremo 3’ de la cadena ( - ) en la 
generación de 20S RNA.  A.  Pred icció n  d e la estru ct u ra sec u n d a ria del extr emo 3’ de 
la cad en a ( - ). S e in d ica el  c od ó n de in icio de la tra d u c c ió n de p91 en  la cad en a 
comp le men t a ria  ( START) , así como los trip let es corr esp o n d ien t es a los prim ero s 
amin o á cid o s d e p91. B.  Northern de 20S RN A g en era d o a part ir de lo s plá smid o s con 
mod ifica c io n es en la s últi ma s cu a t ro cito sin a s.  Al igu a l qu e en la cad en a (+ ), sólo los 
camb io s de la ter cera y cua rt a C afect a n a la gen era c ió n de 20S RN A.  
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Para sabe r  la secue nc ia del extremo 3’ de  lo s virus gene rado s a part ir de los mutant es  
ant e rio re s , se realizó un análisis 3’ - RACE co n RNAs de dichas cepas habie ndo prev iam e nt e 
elim inado lo s plásm ido s de expre sió n . Com o se muestra  en la TABL A  8 , l o s cam bio s de la penúlt im a 
cito sina a adenina han sido co rre g ido s  y tam bié n se ha recupe rado la cito sina elim inada en pLOR4 . 
Al igual que en lo s result a do s obte nido s co n la cadena (+)  en este caso tam bié n debe exist ir un 
sist em a de reparac ió n del extremo 3’  de las cade nas ( - ) , ya que la secue nc ia de lo s virus obte nido s a 
part ir de lo s cD NAs mutado s  es ig ual a  la del virus endó ge no .  Esto , a su vez, indic a que a pesar de 
gene rarse 20S RNA a part ir de RNAs a lo s que les falt an cito sinas o están mo dific adas, el co njunto 
de las cuat ro cito sinas debe n ser im po rt ante s en replic ac ió n, ya que se recupe ran en po co tiem po .  
 
Ya que alguno s de lo s clo ne s analizado s mediant e 3’ - RACE tenían una G extra en su extre mo 
3’ (hast a un 50% en cierto s caso s) , se analizó tambié n el extrem o 3’ de las cade nas (+) de lo s 
mism o s mutante s. En algu no s clo ne s enco nt ramo s esta G extra, p ero en mucha meno r pro po rc ió n 
que en la cade na ( - ). Aho ra mismo no somo s capac es de explic ar el signific ado bio ló gico de este 
hecho .  
 
OTRAS MODIFICACIONES EN EL EXTREMO 3’ DE LA CADENA ( - ) DE 20S RNA  
Al igual que en el caso de la cade na (+), se realizaro n  cam bio s en el plásm ido molde pRE805 
que afect an tant o a la secue nc ia prim aria com o secundaria del extremo 3’. Lo s cam bio s y el 
result ado de la gene rac ió n de 20S RNA se muest ran en la figura 29.  Es  im po rt ante tene r en cuent a a 
la ho ra de intro duc ir cambio s en el extremo 3’  de la cade na ( - )  que esto s pro duc irán  tam bié n 
mo dificac io ne s en el  extrem o 5’ de la cade na (+)  y puede n afect ar a la tradu c c ió n de p91 . En to dos 
lo s cam bio s realizados se ha mant e nido la secue nc ia de am ino ác idos de p91 intac t a. Hay caso s e n 
lo s que las mo dific ac io nes no afect an a la estruc t ura secundaria del extrem o 3’ de la cade na ( - ) pero 
sí lo hace n a la del extremo 5’ de la cade na (+)  (Mut ant e s 1 y 3) . Tam bié n  exist e el  caso co nt rario  en 
lo s mutante s 6 y 8 . Los result ado s obte nido s en to dos lo s caso s  indic an que só lo lo s cam bio s muy 
drást ic o s  ( 9 y 10), afect an a la gene rac ió n del virus. Esto s cam bio s que pro duc en una ho rquilla co n 
TABLA 8. 3’ RACE de algunos de los virus generados a partir de la cadena ( - ) de 20S RNA en S. cerevisiae.  
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un brazo de 6 bp en vez de 8  tiene n  dific ult ade s para gene rar 20S RNA pero finalm e nte el virus se 
mant ie ne  en cant idad sim ilar al virus silve st re  (dato no most rado) .  
Figura 29.  Modificaciones de la secuencia del extremo 3’ de la cadena ( - ) de 20S RNA y su efecto en la 
generación del virus. En la p art e su p e rio r de la figu ra se mu est ra la pr ed icció n t eó rica de la s estru ct u ra s 
secu n d a ria s del extr emo 3’ de la cad en a ( - ) y del extre mo 5’ de la cad en a (+)  med ia n t e el pro gra ma 
MFOL D .  De cad a un a de las mod ifi ca cio n e s in tro d u cid a s in vitro (ma rca d a s con a ste risco s) se in d ica n 
amb a s pred iccio n es, para ver si el ca mb io pro vo ca ca mb io s estru ct u ra le s en el RN A.  
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Dada la dific ult ad para estudiar  en detalle esta estruc t ura, no realizamo s más mutac io ne s. 
Co n algunas de las obte nidas inte nt am o s analizar la fo rmac ió n de com ple jo s ribo nuc le o pro te ic os 
entre las  cade nas ( - ) expresadas a part ir de vect ore s y p91 , utilizando la apro x im ac ió n expe rime nt al 
most rada en la figura 23, en la que se mo dific a el sitio de co rt e de la ribo zim a en el plásm ido mo lde 
para evit ar la gene rac ió n de 20S RNA. En este caso , sin em barg o, y dado que había do s vecto re s en 
las células para pro duc ir p91 y el RNA mo lde , no s enco nt ramo s co n pro ble m as expe rim e nt ale s ya 
que en ciert as co ndic io ne s pare c ía que se pro duc ía recom binac ió n entre  RNAs transc rito s a part ir 
de lo s mism o s (a pesar de es tar en orie nt ac io nes opue st as) o de prom oto re s crípt ico s que 
estuv ie ran en la otra dire c c ió n. Esto no s im pidió analizar co n este sist ema la fo rm ac ió n de 
com ple jo s p91 /2 0 S RNA cade na ( - ). Sin duda es una part e inte re sante en el estudio de los co m ple jos 
p91/ 20 S RNA que se inte ntará abo rdar en el futuro .  
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2..  EFF ECC TT OO  DE LOO S SII STT EMAS DE DEGG RADACC II ÓÓ N DE mRNAS DE                     
S..  cerevisiae EN LA GG ENERACC II ÓÓ N YY  MANTT ENII MII ENTT OO  DE 20S RNA 
Com o se ha co me nt ado en la I ntro duc c ió n, en S. cerevisiae  existe n vario s sist em as 
repo nsable s de la degradac ió n  de los RNA mensaje ro s de la célula. Decidim os estudia r si l a 
estabilidad del genom a de 20S RNA está  afect ado por alguna de las exo nuc le asas del ho spe dado r  
im plic adas en estos pro ce so s . Las respo nsables de esta activ idad en el cito plasma de la lev adura so n 
Xrn1 p (5’ 3 ’) y  el com ple jo mult iprot e ico del exo som a (3’ 5 ’) .  
 
2.1  EFECTO DE XRN1 /SKI1  
X rn1 p/ Sk i1 p es una  exo nuc le asa 5’ 3 ’ prese nt e en el cito plasm a en S. cerevisiae . Co mo ya 
se  ha co me nt ado , part ic ipa e n vario s pro ce so s celulare s relac io nados co n el co ntro l de mensaje ro s . 
Y a que el sust rato de esta enzim a so n  RNAs sin c ap ni po li( A) , pensamo s que 20S RNA  (que care c e 
de co la de po li( A) y muy pro bablem e nt e de c ap) po dría ser sensible a su activ idad .  
Para e studi ar si la exo nuc le asa Xrn1 p puede afectar de alguna mane ra a 20S RNA  se 
transfo rmó la cepa 851 (Tabla 3 , Mate riale s y méto dos) , que tiene el gen XRN1  delecio nado ,  co n el 
plásm ido pRE7 63 (sim ilar a pRE74 0, pero su marcado r sele c c io nable es URA3  en vez d e TRP1 ) . 
Mediant e expe rime nt os de tipo Northern se obse rvó que 20S RNA se gene ra con gran dific ult ad  en 
ese fo ndo gené t i co  (Fig. 30) . Incluso despué s de sobre e x po ne r la mem brana, la cant idad de 20S 
RNA en la cepa XRN1 ∆ es mínim a. Este pro blem a en la gene rac ió n del virus po dría ser debido a do s 
causas:  
1.  2 0 S RNA nece sit a el gen XRN1/SKI1  para su mant e nim ie nt o o replic ac ió n .  
2.  L a ause nc ia de este gen afect a a la gene rac ió n del virus  a part ir de plásm ido s .  
Figura 30 .  Baja eficiencia en la generación de 20S RNA 
en una cepa X R N1 ∆. La cep a 851 ( XRN1∆ ) se tra n sfo r mó 
con el plá s mid o pRE 763 y el RN A de dos tra n s fo rma n t e s 
se an a liz ó med ia n t e Northern . Como con t ro l se 
tra n sfo rmó la c ep a 2928 - 4 ( XRN1) con el mis mo plá s mid o 
(ca rril C). In c lu so sob r eex p o n i en d o el Northern  apen a s se 
ap recia 20 S RN A, al  con t ra rio de lo qu e ocu rr e en  la cep a 
silv e st re (2 928 - 4).  
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2.1.1  EFECTO DE XR N1 /SKI1  EN EL MANTENIMIENTO DE 20S RNA 
P ara estudiar si Xrn1 p está im plic ada en el mant e nimie nt o del virus, intro dujimo s 20S RNA 
en la cepa 851 mediant e  do s técnic as gené t ic as: 1) cito du c c ió n y 2) cruzando esta cepa co n otra 
XRN 1 que co nt e nga 20S RNA , seguid o del análisis de tétradas para ver el efecto en 20S RNA de los 
segre gant e s XRN1 ∆ a part ir del diplo ide hete ro zigót ic o.  
C IT ODUC C I ÓN  
E st e méto do co nsiste en obte ne r una cepa que sin mo dificar su  info rm ac ión gené t ica  
nucle ar  llev e el eme nt o s extrac romo so m ale s pro ce dent e s de otra cepa (Co nde y Fink, 1976 ) . Así se 
intro dujo 20S RNA a par t ir de la cepa 110 1 ( α  kar1 - 1 his4  20S R NA + ) que actúa co mo do nado ra, en 
la 851 . E n  la figura 31  se obse rv a que  la ause nc ia del gen XRN1  no afecta en abso luto al 
mant e nim ie nto de 20S RNA . Esto indic a po r  tanto , que el virus no requie re de esta  exo nuc le asa 
para su replic ac ió n , ya que lo s tres cito duc ido s analizado s tiene n cant idades no rm ale s de 20S RNA .  
 
SEGRGACIÓN DE 20S RNA A PARTIR DE UN DIPLOIDE HETEROZIGÓT IC O XR N1 /XR N1 ∆ 
E n un expe rim e nto parale lo se analizó la segre gac ió n de las asco spo ras de varias  tétradas 
en lo s diplo ide s 110 1x 85 1 .  Lo s RNAs to tale s d e las cuat ro asco spo ras de una tétrada  se analizaro n 
mediante Northern para dete rm inar la cant idad de 20 S RNA  (Fig .  32 ) .  En lo s cuat ro pro duc tos 
meió t ico s  hay 20S RNA y adem ás la cant idad es sim ilar entre ello s y la  cepa  pare nt al (110 1 ) , lo que 
indic a que el virus se mant ie ne en la s  células XRN1 ∆ sin dific ult ad, co nfirm ando que el pro ble ma de 
la gene rac ió n de 20S RNA en l a  cepa  851  ( XRN1 ∆)  no está en el mant e nim ie nto del virus. A dem ás 
pare c e que la ause nc ia del gen XRN1  no afect a signific at iv am e nt e al núme ro de co pias de 20S RNA  
Figura 31. Mantenimiento de 
20S RNA en una cepa X R N1 ∆. 
Cit o d u c c ió n de 20S RN A en la 
cep a 851 ( XRN1 ∆) a part ir de la 
cep a 1101.  L a s cep a s 
cito d u cid a s pu ed en man t en er 
el viru s en au s en cia del g en en 
can t id a d simila r a la c e p a 
don a d o ra .  
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en ese fo ndo gené t ico . Pro bablem e nt e el dific ult ad está en el pro ce so de gene rac ió n a part ir d e l 
vect o r .  
 
 
2.1.2  EFECTO DE XR N1 /SKI1  EN LA GENERACIÓN DE 20S RNA  
Com o se ha com e nt ado ante rio rm e nt e , 20S RNA  gene rado a part ir de un vecto r de 
expre sió n tiene lo s extremo s 5’ y 3’ idént ico s al del virus endó ge no . La pro duc ció n del extre mo 3’ 
co rrec to se debe a  la acció n de la ribo zim a, mient ras que en el extre mo 5’ del transc rit o primario 
debe ría exist ir una secue ncia de 47 nucle ót ido s pro cede nt e s del vecto r . Mediante expe rime nto s de 
primer extension se ha com pro bado que eso s nucleót ido s no aparec e n en lo s viru s gene rados, algo 
que po dría ser debido a una elim inac ió n físic a de lo s mism o s  po r algún facto r del ho spe dado r o a la 
prese nc ia de un promo to r inte rno  para  20S RNA  en ese transc rit o prim ario .  
 
Nuest ra hipó te sis es que e l fact o r respo nsable de la elim inac ió n de los nucleó t ido s extra en 
5’ po dría ser la exo nuc leasa 5’ 3 ’ Xrn1 p , apoy ado esto po r lo s resultados negat ivo s en la 
gene rac ió n de 20S RNA en su ause nc ia (Fig. 30) .  Para dete rm inar có mo afect a la lo ngit ud de esta 
secue nc ia extra a la generac ió n viral se  co nst ruye ron plásm ido s co n tam años decre c ie nt e s de la 
mism a, pasando d e 47 a 19, 9 y ningún nucle ó t ido  (Fig. 33 - A) . Co n e sto s plásm idos (pL OR38 , 
pLOR 35 y pLOR36 ) se transfo rmaro n  las cepas 2928 - 4 (silv e st re ) y 851 ( XRN1 ∆) . Lo s result ado s de  la 
figura 33- B  indic an que a medida que la lo ngit ud de esta secue nc ia es meno r, la eficie nc ia de 
gene rac ió n de 20S RNA en la cepa que  care ce del gen XRN1  aument a , lo que sugie re  que in vivo 
Figura 32.  Segregación de 20S RNA a partir 
de un diploide X R N1/X R N1 ∆ .  An á lisi s de la 
can t id a d de 20S RN A pre sen t e en las 
asco sp o ra s  de un a tétra d a pro ced en t e  del 
cru ce 8 51x1 101. La can t id a d de viru s en 
cad a segr ega n t e es mu y parecid o al del 
paren t a l , con in d ep en d en cia de la pres en cia 
o ausen cia de XRN1. Esto s resu lt a d o s 
in d ica n qu e el gen XRN1 n o es ne ce sa rio 
para el man t en imi en t o de 20S RN A.  
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este gen  co nt ribuy e a la eficie nt e gene rac ió n de 20S RNA a part ir de un vect o r de  expre sió n.  
Adem ás, en la cepa co n el gen XRN1  funcio nal no se obse rv a dife re nc ia alguna en la gene rac ió n de 
20S RNA co n esto s mismo s plásm ido s. Esto indic a que en prese nc ia de XRN1 , el tam año de la 
secue nc ia extra en 5’ no afect a signific at iv am e nt e a la gene rac ió n del virus.  
Figura  33.  Efecto de los nt no virales del extremo 5’ de los transcritos durante 
la generación de 20S RNA en una cepa X R N1 ∆. A.  Se co n st ru y ero n plá smid o s 
en los qu e lo s 47 nt en tr e el pro mo t o r PGK1 y el  ex tremo 5’ del cDN A 
dismin u y en a 19, 9 y nin gú n nu cleó t id o . B.  La cep a XRN1∆  se tra n sfo rmó con 
los plá s mid o s most ra d o s en A y la efici en cia de gen era ció n de 20S RN A se 
estu d ió med ia n t e Northern  ( pan el derech o ) .  Como c on t ro l los mis mo s 
plá smid o s se tra n sfo r ma ro n en un a cep a con el g en XRN1  fun cio n a l  A med id a 
qu e dism in u y e la secu en cia extra au men t a la efici en cia en la g en era ció n de l 
viru s en la cep a XRN1∆ , mi en t ra s qu e en la cep a silv est r e la presen cia de esta 
secu en cia no tien e nin gú n efe ct o  (p a n el izq u ierd o ) .  
 
A 
B 
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Para co nfirm ar que la dificult ad  en la gene rac ió n de 20S RNA en la cepa XRN1 ∆ depende  
realme nt e de la falta de activ idad  exo nuc le asa, se transfo rmó la cepa 851 co n el  plásm ido 
cent romé ric o pRE90 8 que expre sa la pro te ína Xrn1p . En esta  cepa com pleme nt ada aho ra sí se 
puede gene rar el virus eficie nt em e nte (Fig. 34) . Cuando el  plásm ido en el que la secue nc ia de la 
pro t e ína co nt ie ne  las mutac io ne s D20 6 A y D20 8 A  ( anulan la activ idad exo nuc le asa de Xrn1 p)  no hay 
gene rac ió n de 20S RNA, lo que co nfirm a que es la ause nc ia de esta activ idad la respo nsable de la 
dism inuc ió n en la eficie nc ia de  gene rac ió n del virus, y que Xrn1p es la exonucleasa responsable de 
la eliminación de la secuencia no viral en 5’ del plásmido pRE763  (Este ban  et al., 200 8 ) .  
 
 
 
2.1.3  EFECTO DE XR N1 /SKI1  SOBRE OTROS VIRUS DE  S. cerevisiae 
L o s genes SKI  de S. cerevisiae se describie ro n inicialm e nte como gene s  en lo s  que ciert as 
mutac io ne s incre me nt aban la pro duc c ió n  de la toxina killer  (To h  et al., 1978 ) .  P o st e rio rme nt e se 
com pro bó qu e el  núm e ro de co pias de lo s virus killer  (L - A  y M1)  y tam bié n d el virus L - BC aume nt aba 
en estos mutante s  (To h y Wickne r, 1980 ; Widne r y Wickne r, 1993 ) . Este dato es espec ialme nt e 
llam at iv o en el mutante XRN1 ∆/SKI∆, en el que el núm e ro de co pias del virus L - A aum e nta 
alre de do r de 5 -  10 vece s Fig. 35).  
 
 
Figura 34.  La generación de 20S RNA a partir 
del vector pRE763 requie re la actividad 
exonucleasa de Xrn1p . La cep a 851 ( XRN1∆ )  se 
tra n sfo rmó con el plá s mid o c en t ro méri co vac ío 
(ca rril 1), con pRE 908 qu e exp resa Xrn 1p (ca rril 
2), o con el plá sm id o pRE 92 1 con la mu ta ció n 
D206A, D 208A. Post erio rm en t e las tr es cep a s se 
tra n sfo r ma ro n con pRE 763 para estu d ia r la 
gen era ció n de 20S RN A. Sólo cu a n d o Xrn 1p es 
activa , se pu ed e gen era r el vi r u s.  
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En muchos de los expe riment o s reco gido s en esta mem o ria se ha elim inado este virus de las 
cepas de trabajo , y a que una elev ada cant idad de  L - A po dría afect ar indire c t am e nte al estudio de 
20S RNA. E l virus L - A se elim ina no rm alme nt e po r  crecim ie nto a alta tem pe rat ura (39º C) . Sin 
em bargo ,  las cepas XRN1 ∆ no pudim o s curarlas del virus co n este méto do , q uizá po rque  en el 
pro ce so de elim inac ió n de L - A se nec e sit a esta exo nucle asa. De hecho, la so bre e xpre sió n de Xrn 1 p  a 
part ir del prom o to r PGK1  (plásm ido pRE914 )  pro duc e  células que  pierde n  L - A  con may o r frecue nc ia 
(alre de do r de un 70%) , lo que indic a que este virus es muy sensible a la exo nuc leasa. Es inte re sant e 
que la so bre ex pre sió n de la exo nuc le asa elim ine el virus co n una alta eficie nc ia, mient ras que 20S 
RNA  es resiste nt e a su acció n . Pro bable me nt e la respue st a a este com po rt am ient o desigual resida  
en lo s  extrem o s 5’  de am bo s  virus. El extre mo de 20S RNA  com ie nza con  cuat ro guaninas, 
nucle ó t ido que dific ult a el avanc e de Xrn1 p (Stev e ns, 2001 ) , mient ras que en L - A es 5’ GAAAAA… . 
Adem ás , el extre mo 5’ de 20S RNA es rico en nucle ót ido s C+G y se encue nt ra fo rmando part e de 
una fuert e estruc t ura secundaria, lo que po dría pro t e ge r  al geno ma, al co ntrario que L - A, cuyos 
extremo 5’ es rico en A+U y no fo rm an una estruc t ura secundaria fuerte (Fig . 36) .  
Figura 35.  Cantidad del virus L - A en una 
cepa con y sin el gen X R N1 . Tan t o en el gel 
teñ id o con bro mu ro de etid i o , como en el 
Northern hib rid a d o con un a son d a 
esp e cífica de la cad en a  ( +) del viru s, la 
can t id a d de L - A es mu ch o ma y o r en la cep a 
XRN1∆ .  S e in d ica la mo vilid a d del g en o ma 
(d sRN A y ssRN A) y del marca d o r de 
tama ñ o , λ/HindIII. 
 
Figura 36 . Extremos 5’ de los virus 20S RNA 
y L- A. Ad emá s de la estru ct u ra se cu n d a ria , 
la se cu en cia de 20S RN A es r ica en G+C, a l 
con t ra rio qu e el viru s L - A, lo qu e 
pro b a b lemen t e hace al viru s más re si st en t e 
a  la exo n u clea sa Xrn 1p .  
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2.2  EFECTO D EL EXOSOMA  
E n la Intro duc c ió n se come nt ó que exi ste n tres grupo s de gene s SKI  relacio nado s co n la 
activ idad del exo som a en S. cerevisiae:  
 
1 Ski4 p y Ski6p : Co m po ne nte s del exo som a .  Am bo s so n esenc iales. En el caso de SKI4  sólo la 
mutac ió n ski4 - 1  es viable .  
2  Com ple jo SKI : Regula la activ idad del exo som a. F orm ado po r las pro te ínas Ski2p , Ski3p  y 
Ski8p .  
3  Ski7p : Efecto r que inte rac c io na co n el com ple jo SKI  y el exo som a.  
 
No se han llev ado a cabo expe rim e nto s exa h ust ivo s en cepas mutadas en genes SKI  sobre 
20S RNA, aunque en nuest ro grupo sí se están utilizando para el estudio del otro n arnav irus , 23S 
RNA.  
 
Se ha co m pro bado que en to do s lo s mutante s de esto s gene s, 20S RNA se genera co n una 
eficie nc ia mayo r que en la cepa silve st re (Fig.  37 ) .  Una vez gene rado ,  la cant idad del virus es 
siem pre 2  -  5 vece s supe rio r . Así, mient ras que 20S RNA es  bast ant e  resist e nte a Xrn1 p  (5’ 3 ’) ,  
pro bable me nt e sea suscept ible de degradarse en dire c c ió n 3’ 5 ’ po r el exo som a. Esto s genes 
afect an al núm ero de co pias de 20S RNA, aunque to dav ía falt a po r esclare c er cóm o  el  virus es capaz 
de escapar  a lo s mecanismo s de degradac ió n de RNAs en S. cerevisiae . Pro bablem e nte la fo rm ac ión 
de lo s com ple jo s p91/2 0 S RNA pro t eja el genom a viral c o nt ra la degradac ió n.  
 
 
 
Figura 37.  Efecto de la deleción de los genes 
SKI2 , SKI3 , SKI7  o SKI8  en la generación de 20S 
RNA.  La cep a silve st r e BY4 7 41, o las deriva d a s 
de la mis ma del eci o n a d a s en gen e s SKI fu ero n 
tra n sfo rma d a s con el plá smid o pTR763 oara 
gen era r 20S RN A. Un a vez eli min a d o el plá sm id o 
se an a liz ó la can t id a d de viru s med ia n t e 
Northern . La au sen c ia de al gu n o de los gen es SKI  
imp lica d o s en la regu la c ió n de la d egra d a ció n 
3’  5 ’ de los mRN As, a fe ct a a l nú mero de cop ia s 
de 20S RN A.  
 
Resultados     81 
 
33 ..  II DENTT II FF II CC AR PP OO SII BLES FF ACC TT OO RES DEL HOO SPP EDADOO R FF OO RMANDOO  
PP ARTT E DE LOO S CC OO MPP LEJJ OO S p99 1// 20S RNA 
 
Una de la s cuest io ne s inte re sante s que plant e an lo s com ple jo s p91/2 0 S RNA es la 
po sibilidad de que exist a  alguna pro t e ína de  S. cerevisiae fo rm ando part e de los mism os. Alguno s  
result ado s prev io s indic an que pro bablem e nte el comple jo se co m po nga mayo ritariam e nte  de una 
mo lé c ula de po lime rasa y una de  RNA viral, ya que el coefic ie nte de sedim e nt ació n del com ple jo no 
es muy dife re nt e al del RNA desnudo .   
 
3 .1  INTENTO S DE PURIFICACIÓN DE LOS COMPLEJOS p91/20S RNA  
Una de las apro x imac io ne s expe rim e nt al e s elegidas para estudiar las pro t e ínas pre se nt es en 
lo s co m ple jos p91/2 0 S RNA, fue su  purific ac ió n . Adicio nalme nt e esto no s perm it iría abo rdar 
estudio s de su estruct ura  en el micro sco pio elect ró nic o .  
Las cepa elegida fue la 924 y co mo co nt ro l su iso gé ni ca  sin el virus 20S RNA, la 9 13  (Tabla 4 , 
Ma t e riale s y méto do s) . La cepa 924  deriv a  de la co lec c ió n d e mutant e s delec ionado s EUROFAM  y 
care c e del gen SKI2 . Elegim os esta cepa  po rque com o se ha visto en el apart ado 2.2 , cuando  se 
tranfo rm a co n el plásm ido p RE7 63 la cant idad de 20S RNA  es mayo r  que en la silv e st re BY474 1 . Las 
cepas de la co lec c ió n EUROFAM llev an el virus L - A, po r lo que antes de iniciar lo s estudio s de 
purific ac ió n elim inamo s este virus po r crecim ie nt o a alta tem pe rat ura,  para que su elev ado núm ero 
de co pias en el fo ndo genét ic o SKI2 ∆ no  pro vo que una dism inuc ió n  de 20S RNA y adem ás se facilit e 
su purific ac ió n.  
 
Los lisado s celulare s  de las cepas 924 y 913 se so me tie ro n a  una serie de cent rifugac io ne s 
dife re nc iale s para elim inar pro gre siv am e nte  los rest o s celulare s y co nce nt rar así lo s co m ple jos 
p91/ 20 S RNA  ( Mat e riale s y méto do s, 3.1 2) .  Durant e este pro ce so se analizaro n lo s RNA to tale s y la 
cant idad de p91 prese ntes en la muest ra para cuant ific ar el grado  de purific ac ió n .  Dado que 
nuest ras co nd ic io ne s de purific ac ió n están basadas en el tam año (co e fic ie nt e de sedim e nt ac ió n) de 
lo s com ple jo s , uno de lo s co nt am inant e s may o ritarios so n lo s ribo som as. La dife re nt e pro po rc ió n 
de lo s RNAs ribo so male s 25S y 18S respe c to a 20S RNA ha sido utilizada para cuant ific ar el grado de 
purific ac ió n. En la figura 38 se obse rv a  que  ante s de cargar la muest ra en  el gradie nt e , las 
cent rifugac io ne s dife re nc iale s habían supue sto una purific ac ió n de  20 -  27  vece s.  
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La muest ra enrique c ida en co m plejo s p91 /20 S RNA se  sedim e nt ó a trav é s de un gradie nt e 
de glice ro l (10  -  40%). 20 RNA y p91  prese nt e s  en las fracc io ne s del gradie nt e se analizaro n en  gele s 
de agaro sa y acrilam ida respe c t ivame nt e .  E n la figura 39 se  obse rv a que 20S RNA y la po lim e rasa 
co se dim e nt an en las m ismas  f racc io ne s del gradie nte ,  tal y como se había descrit o prev iame nt e 
(Garc ia- Cue llar et al., 199 5) .   
 
Las pro te ínas prese nt e s en las fracc io ne s de las cepas 924 y 913 tam bié n se analizaro n en 
gele s de acrilam ida teñido s co n plat a para inte nt ar ident ific ar prot e ínas que co se dim e nte n co n p91 
pero no apare zc an en esas fracc io ne s  en la cepa sin el virus . En la figura 40 se obse rv a clarame nt e 
p91 en la fracc ió n 11. E s muy difíc il la ident ific ac ió n de fact o re s del ho spe dado r espe c ífic o s de la 
cepa 924  dada la po ca reso luc ió n del gel.  El resto de pro t e ínas que le aco m pañan pare c e n tam bién 
estar prese nte s en la cepa sin 20S RNA, lo que suge riría que no hay aso ciac ió n espe c ífic a co n p91 .  
 
 
Figura 38.  Enriquecimiento de los complejos p91/20S RNA mediante  centrifugaciones 
diferenciales. En cad a ultra ce n t rifu ga ció n se ob ser va el au men t o del gra d o de pu rifi ca ci ó n 
de los comp lej o s (RN A en e l gel teñ id o con bro mu ro de etid io , y la polimera sa en el 
Western ). A part ir del lisa d o tota l (T) se rea liz a un a primer a cen t rifu ga ció n para elimin a r el 
materia l p esa d o y el sob re n a d a n t e (S1) se cen t ri fu ga de nu evo para sed im en t a r los 
comp lej o s (P2). El gr a d o de pu rifica ció n de los comp lej o s vira le s es de 20 –  27 ve ces 
resp e ct o los RN A s rib o so ma le s.  
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Sí que obse rvamo s en  el g el teñido co n plat a una banda  mayo rit aria de alre de dor de 25 kD a 
que co se dim e nt a co n p91. Dato s en la lite rat ura sugie re n que se po dría trat ar de la prot e ína 
Hsp2 6 p,  una pro t e ína peque ña de cho que térm ic o (sHSP , del ingés small Heat Shock Protein)  con 
activ idad chape ro na, que a pesar de co se dim e nt ar co n  el virus, no está relac ionada co n él, ya que 
su prese nc ia es inde pe ndie nt e de 20S RNA  (Widne r  et al., 199 1 ) .  Hsp26 p fo rm a oligóme ro s de 
apro x im adame nt e 26 unidade s que se puede n v er en el microsc o pio elect ró nic o com o esfe ras de 
15- 2 5 nm diám e t ro (Bent ley  et al., 1992 ; Ferre ira et al., 200 6) . Ya que nuest ra idea era po de r utilizar 
las fracc io nes enrique c idas en lo s com ple jo s p91 /20 S RNA  para realizar microsco pía elect ró nic a , la 
prese nc ia de esta prot e ína  po d r ía inte rfe rir en su ident ific ac ió n. Po r este mo tiv o , decidim o s usar 
una  cepa  HSP26 ∆ sin L - A (Cepa 950 )  en lo s expe rim ent o s de purific ac ió n de lo s com ple jo s p91/ 20 S 
RNA .  En la part e infe rio r de la figura 40, entre las fraccio ne s 9 -  12 am pliadas del gel teñido co n plat a 
Figura 39.  Cosedimentación de 20S RNA y p91 en un g radiente de glicerol.  Se 
ana liz a ro n las fra ccio n es i mp a res del gra d i en t e de glic ero l y se dete ct ó el RN A vi ra l 
(A, gel teñ id o con bro mu ro de etid io y B, Northern ) y la polimera sa (C, Western ). 
Amb a s molécu la s cos ed im en t a n en las mis ma s fra ccio n es d el gra d ien t e ( 9 - 1 1).  
 
A 
B 
C 
84           Resultados      
 
de las cepas 924 y 913 , apare c e n las mism as fracc io nes co rre spo n die nt e s al gradie nt e de glicero l de 
la cepa HSP26 ∆. Al desapare c e r la prot e ína Hsp2 6 p, las fracc io ne s en  las que sedim e nt aría p91 
est án más lim pias  y se co nfirm a que  efect iv ame nt e la pro t e ína may o rit aria era esta chape ro na.  
Figura 40 Tinción con plata de las proteínas del gradiente de glicerol.  En las f ra ccio n es 9 - 12 d el gra d i en t e 
de la cep a 924 se ap r ecia un a ban d a qu e corresp o n d e con p91. El rest o de ban d a s qu e c osed im en t a n con 
la polim era sa no son esp ecí fi ca s de la pr es en cia d el viru s  ( ma rca d a s con fl ech a s negra s) , ya qu e tamb i én 
está n pres en t e s en el  gra d ien t e de la cep a 913. En la part e in ferio r de la figu ra se mu e st r a n las fra ccio n e s 
9 - 12 amp lia d a s ju n t o con las del gra d ien t e de la cep a 950 ( HSP26∆ ). La pro t eín a may o rit a ria de ≈25 kDa 
q u e ap a rece en los gra d i en t e s de las cep a s 924 y 913 ( flech a roj a ) coresp o n d e con esta ch a p ero n a .  
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N uest ra idea era obte ne r  un  mu tant e do ble SKI2 ∆ HSP26∆, generar 20S RNA en este fo ndo 
gené t ico y utilizar la nuev a cepa para purific ar lo s comple jo s p91/ 20 S RNA.  
 
D urant e esto s inte nto s de purific ac ió n com pro bamos que, d esafo rt unad am e nte , 20S RNA 
se degrada parcialme nt e  una vez reco gid as las fracc io ne s del gradie nt e debido a vario s co rt es 
endo nuc leo lít ico s  que se repro duc ía n en to dos lo s expe rim e nt o s  ( n o se muest ra  el result ado ) . Esta 
degradac ió n, hacía que una ident ific ac ió n y reco nstruc c ió n de lo s com ple jo s p91/ 20 S RNA en el 
micro sco p io elect ró nico fuera descart ada, ya que al no co nse guir mant e ne r  la mo lé c ula com ple t a, 
era im po sible estudiar la estruct ura del com ple jo. Adem ás, co nt act amo s co n el Serv ic io de 
Prot eó m ic a de la Univ e rsidad de Salam anc a para inte nt ar ident ific ar mediante es pec t ro me t ría de 
masas las pro t e ínas que co se dim e nt an co n p91  en el gradie nte de glice ro l. Tam po co co n esta 
técnic a obtuv imo s bueno s result ado s, ya que la cantidad de pro t e ínas prese nte s en las fracc io nes 
era muy peque ña. En cualquie r caso , aunque abando nam o s  la purific ac ió n de lo s com ple jo s por 
este méto do , sí que obse rv amo s reite radame nt e en to do s lo s gradie nt e s analizado s que los 
patro ne s de prot e ínas en las fracc io ne s en las que apare c ía p91 era sim ilar entre cepas co n o sin 20S 
RNA (com páre nse las flech as negras de la figura 40). P arece, por lo tanto, que no hay proteínas 
específicas de S. cerevisiae  cosedimentando con p91 .  
 
3 .2  ESTUDIO DE LAS PROTE ÍNAS PRESENTES EN  LOS COMPLEJOS 
O t ro méto do para estudiar lo s com ple jo s p91 /20 S RNA  es utilizar antic ue rpo s esp e c ífico s 
para inm uno prec ipit arlos o un kit come rc ial co n antic ue rpo s co njugado s que se unan a p91  y 
po st e rio rm e nte analizar las pro t e ínas unidas al comple jo .  En el apart ado 3 . 15.2  se detallan lo s 
paso s de este pro ce so , en el que se han em ple ado dos antic u e rpo s dife re nt e s:  
-  Ant i - p9 1 : antisue ro po lic lonal de co ne jo , bien sin purific ar o la IgG purific ada a part ir del 
suero .  
-  Ant i - GFP : antic ue rpo mo no c lo nal co njugado co n bo lit as magnét ic as. Sum inist rado po r la 
em presa Milteny Biotech ® . Cant idade s y co ndic io ne s  según pro to co lo de la casa co me rc ial.  
 
3 .2.1  INMUNOPRECIPI TACIÓN CON ANTICUERPOS ANTI - p91 
A part ir de la com binac ión de las fracc io ne s del gradie nt e que co nt ie ne n lo s com ple jos 
p91/ 20 S RNA ( 9 -  1 1 )  y las mism as fracc io ne s de la cepa 913 , se  realizó una inmuno pr e c ipit ac ió n de 
una alícuo t a de cada muest ra po r duplic ado, siguiendo las co ndic io ne s descrit as en el apart ado 
3.1 5 .2 de Mate riale s y méto do s. p91 y las pro t e ínas unidas a ella se separaro n  en gele s de 
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acrilam ida al 10% y se tiñe ro n  co n plat a. E n la figura 41  aparec e n varias bandas en la cepa 924 
co se dim e nt ando co n p91 pero  éstas co rre spo nde n al RNA de la muest ra, ya que al dige rir co n 
RNAsa A las bandas desapare c e n, lo que sugie re  que no  hay  pro t e ínas de S. cerevisiae form ando 
part e del co m ple jo adem ás de p 91 .  En cualquie r caso esta técnica no ofre ce reso luc ió n sufic ie nte , 
ya que buena parte del gel está ocupada po r las IgGs pro ce de nt e s del antisue ro que siem pre están 
en lo s inm uno pre c ipit ado s.  
 
 
 
 
3 .2.2  INMUNOPRECIPI TACIÓN DE PROTEÍNAS MARCADAS CON 35 S 
L a po sibl e prese nc ia de fact o re s del ho spe dado r en lo s com ple jo s fue estudiada siguie ndo 
otra aprox imac ió n dife re nt e : m arcando las pro t e ínas de las cepas en estudio (924 y 913 ) co n el 
radio isót o po 35 S. Utilizam os una mezcla de metio nina y ciste ína marcadas co n 35 S en cult iv o s en 
medio H - M et - Cy s. Después de inm uno prec ipi t ar lo s com ple jo s utilizando anticue rpo s anti- p91 , las 
pro t e ínas unidas al co m ple jo se puede n visualizar expo nie ndo el gel de acrilam ida frente a una 
pelíc ula fo to gráfic a. Para separar adecuadam e nte t ant o  las pro te ínas de alto peso mo le c ular como 
las de peque ño tam año , utilizam o s gele s  co n do s po rce nt aje s de acrilam ida difere nt e s  7.5 % y 14% . 
La banda may o rit aria en la cepa 924 es la que co rre spo nde a p91 , mient ras que las mino rit arias  
están prese nte s en am bas cepas.  Tant o en  un  gel co mo en el otro , no se obse rv an pro te ínas 
co inm uno pre c ipit ando espe c ífic am e nte co n p91 (Fig . 42) . Esto  sugie re  que no hay proteínas de S. 
cerevisiae presentes en los complejos p91 /20S RNA .   
 
Figur a 41 . Proteínas presentes en los 
inmunoprecipitados . Se utiliz a r o n IgG 
pu rifica d a s an ti - p 91 para in mu n o p recip it a r 
p91 y las po sib le s pro t eín a s de S. cerevisiae  
unid a s a los co mp lej o s. Part e de la mu e st ra se 
tra t ó co n RN Asa A para eli min a r las ban d a s 
in esp ec ífica s corr esp o n d ien t e s a 20S RN A e n  
e l in mu n o p recip it a d o .  La flec h a verd e in d ica la 
posició n de p91 en la mu e st ra tra t a d a con 
RN Asa A (ca rril e s 2 y 3).  
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3.2.3  ANÁLISIS DE LOS COMPLEJOS  p91- GF P /20S RNA UTILIZANDO ANTICUERPOS ANTI - GFP  
E n nuest ro labo rat o rio exist e n plásm ido s en lo s que p91 está  etique tada co n el epít o po GFP 
( Green Fluorescence Protein) . Esta pro t e ína de fusión p91 - GFP se expre sa bien  en S. cerevisiae y 
forma com ple jos co n 20S RN A (So lo rzano  et al., 2000 ) .  Para inte nt ar analizar si en esto s co m ple jos 
se repe t ía el result ado obte nido en el expe rim e nto co n 35 S, decidimo s purific arlo s co n un kit 
com e rc ial.  Utilizamo s  el  pro to co lo come rc ial de Milteny Biotech ®  que co nsiste en utilizar 
antic ue rpo s anti - GFP magne t izado s, de tal mane ra que al eluir co n un tam pó n apro piado , y bajo el 
efecto de un cam po magnét ic o , to do aque llo unido al antic ue rpo (pro t e ínas marcadas co n GFP y las 
aso ciadas a ellas) q uedará rete nido en una co lum na que po st e rio rm e nte se eluirá co n tam pó n de 
carga para prot e ínas y será analizado en un gel de acrilam ida teñido co n plat a.  
Se utilizaro n las cepas 924 y  913  que fuero n transf o rm adas co n los plásm ido s pAL I5 3  
(expre sa só lo la GFP , co nt ro l negat iv o ) y pAL I4 0  (expre sa p91 - GFP , ver Mate riales y méto do s) . Como 
se obse rva  en la figura 4 3 - A , no parec e que exist an pro t e ínas unidas  espec ífic am e nte a  p91 - GFP . En 
cualquie r caso, la cant idad de p91 - GFP recupe rada es mínim a, co mo se obse rv a en el Western , y po r 
tant o las posible s pro te ínas aso ciadas tam bié n estarían muy po co represe nt adas  (Fig. 43 - B) .  La 
cant idad de pro t e ína recupe rada es muy peque ña, po r lo que no po dem o s asegurar que no hay a 
otro s fact o re s  de S. cerevisiae form ando part e del comple jo p91/ 20 S RNA.  
Figura  4 2. Marcaje in vivo con 35 S de las proteínas de S. c erevisiae e inmunoprecipitación con 
anti- p91. En la s au to rra d io gra fía s se ob ser va qu e la s pro t eín a s qu e aco mp a ñ a n a p9 1 en lo s 
in mu n o p recip it a d o s no son esp ecí fica s, ya qu e ap a recen t amb ién en la mu est ra sin el viru s.  La 
flech a verd e en el perfil negr o (co rresp o n d ien t e a la cep a 924) in d ica la posició n de p91. La cep a 
913 se mu e st ra en gri s.  
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Los dato s de los que dispo nem o s hast a el  mom e nto sugie re n que no hay pro t e ínas del 
ho spe dado r fo rm ando par t e de lo s co m ple jo s p91/2 0 S RNA.  E sto s result ado s , sin em bargo ,  so n 
negat ivo s en cuant o a que no dete c t amo s la prese ncia espe c ífic a de pro t e ínas  de S. cerevisiae de 
fo rma dire c ta. Para po de r co nfirm ar esto s result ado s nece sit amo s un result ado po sit iv o , es decir, 
Figura 43. Análisis de proteínas que copurifican con p91- GFP/20S RNA . A. 
Los lisa d o s de la s cep a s 92 4 y 913 se in cu b a ro n con an ticu erp o s an ti - GFP y 
qued a n reten id o s e n un a col u mn a de la qu e se elu y en u n a vez el imin a d o s 
los co mp o n en t e s c elu la re s  n o reco n o cid o s por el an ticu e rp o . Las mu e st ra s 
se an a liz a n en gele s de acrila mid a teñ id o s con pla t a don de se ob s er va p91 -
GFP (fl ech a verd e, carril 3 ) .  No parec e qu e hay a pro t eín a s un id a s 
esp e cífica men t e a la poli mer a sa . B . Det ecció n med ia n t e Western de p9 1 -
GFP re cu p era d a en la pu rifica ció n con an ticu erp o s an ti - p 91 y anti - GFP .  
 
A 
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demo st rar que no se requie re n  fact o re s de S. cerevisiae para la fo rm ac ió n de  lo s com ple jo s. Para 
ello , inte nt am os  e studiar si se po dían  fo rm ar en otro organism o dife re nte .  
 
3 . 3  F ORMACIÓN DE  COMPLEJOS  p91/20S RNA  EN UN SISTEMA HETERÓ LOGO: E. coli  
P ara com pro bar si realme nt e se requie re n  facto re s de S. cerevisiae para fo rm ar lo s 
com ple jo s ribo nuc le o pro t eic o s p91/ 20 S RNA , int e ntam os dete c t ar su fo rm ac ió n en otro organismo . 
El organism o elegido para este fin fue Escherichia coli , ya que perm it e la expre sió n de lo s do s 
com po ne nt e s de lo s com ple jo s, el RNA y la po lime rasa de una mane ra sencilla a part ir de vecto re s 
estándar usado s en la expre sió n de prot e ínas .  
 
3 .3 .1  EXPRESIÓN DE 20S RNA  Y p91 EN E . coli  
E l prim e r paso fue la co nst ruc c ió n de un plásm ido para  expre sar 20S RNA y p91 en E. coli . Se 
obtuv ie ro n do s vers io ne s, la prim e ra de ella s, pLOR91 , tiene entre el prom ot o r de la RNA 
po l ime r asa del fago T 7  y el extremo 5’ del cDNA del virus 61 nt entre lo s que se encue nt ra la 
secue nc ia de Shine - D algarno  (AGGAGG) nece saria para la traduc c ió n  de pro t eínas en pro cari o t as. 
En el extremo 3’ tiene la ribo zim a para, igual que en S. cerevisiae , g ene rar un extrem o igual al del 
RNA viral. Tam bié n co nstruim o s  un plásm ido que expre sa  20S RNA co n lo s extrem os 5’  y 3’ 
idént i c o s a lo s del virus. En este caso  se fusio nó el extre mo 5’ de 20S RNA dire ct am e nte al prom ot o r 
de la RNA po lim e rasa del fago T 7  (pL OR92 ) . El esquem a de lo s plásm ido s se muest ra en la figura 44 -
A .  
 
Se transfo rm ó la cepa BL21 ( DE 3 ) de E. coli  con cada uno de esto s plásm ido s y se indujo la 
expre sió n de T7 co n IPTG . Se lisaro n las células y analizam o s el RNA y las pro t e ínas . Am bo s 
plásm ido s expre san eno rme s cant idade s de  20S RNA, como se obse rv a  tant o en el gel de agaro sa 
teñido co n bro m uro de etidio como en el Northern (fig. 44 - B) .  A pesar de que la cant idad de 
pro t e ínas to tale s es sim ilar, según com pro bam os en el gel de acrilam ida teñido co n azul co mm assie 
(no se muest ra) , m ediant e Western co m pro bam os que es nece saria la prese nc ia de la secue nc ia de 
Shine - D algarno para la expre sió n de p91  (Fig. 44 - C) .  Po r lo tanto , decidimo s utilizar el plásm ido 
pLOR91 para estudiar si 20S RNA y p91 puede n  fo rm ar com ple jos, a pesar de la secue nc ia extra en 
5’ en lo s transc rito s pro ce de nt e s del plásm ido .  
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3 .3 .2  20S RNA Y p 91 COSEDIMENTAN  en E . coli  
E l prim e r análisis para ver si el RNA y p91 expre sado s a part ir de pLOR91 se enco nt raban 
unido s, fue estudiar l a sedim e nt ac ió n en un gradie nte co nt inuo de glice ro l (10%  -  40%) sim ilar al 
utilizado para analizar lo s co m ple jo s p91 /2 0 S RNA de S. cerevisiae. Parte de la muest ra se trató co n 
RNAsa A ( 10 µg/µ l) ante s de la cent rifugac ió n. En la figura 45 se muest ra el re sult ado de estos 
A 
B C  
Figura 44. Expresión de p91 y 20S RNA en E. coli . A.  Diagra ma de los plá smid o s con st ru í d o s 
para exp re sa r el RNA y la polimera sa . Lo s dos son prá ct ica men t e igu a l es sal vo po r la 
secu en cia de Sh in e - Da lga rn o en pLOR91. B.  Can tid a d de  20S RN A exp resa d o en E. coli . Tan t o 
en el g el de aga ro sa co mo en el Northern  se obs er va un a gr a n can t id a d de RN A re su lt a d o de 
la tra n scrip ció n de los plá sm id o s. C .  Can tid a d de p91 exp res a d a en E. coli . La secu en cia de de 
Sh in e - Da l ga rn o  es imp re scin d ib le p ara la tra d u cció n de p91, por lo qu e el plá s mid o qu e 
usa remo s en lo s exp eri men t o s es pLO R91.  
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gradie nt e s. En la part e A se puede ver cóm o 20S RNA y p91 cose dim e nt an en las fracc io nes 11, 12  y 
13.  En cam bio , cuando el RNA ha sido dige rido , la pro te ína está en una part e dist int a del gradie nte .  
El result ado de la muest ra trat ada co n R NAsa sugie re que p91 y 20S RNA están aso ciado s  en E. coli . 
Adem ás, esta co se dim e ntac ió n depe nde del RNA, ya que  en su ause nc ia  la pro t e ína migra a 
fracc io nes más lige ras del gradie nt e  tal y como suce de en  S. cerevisiae ( Garc ia- Cue llar et al., 1995 ) .  
 
Figura 45.  20S RNA y p91 expresados en E. coli  a partir del plásmido pLOR91 cosedimentan en u n 
gradiente de glicerol.  A.  Gel e s  teñ id o s  con bro mu ro de eti d io . B . Northern de las mi sma s mu est ra s.  20 S 
RN A está dist rib u íd o prin cip a lmen t e en tre la s fra ccio n e s 7- 13 (p a n el izq u ierd o ). C . Loca liz a ció n de p91 en 
el gra d ien t e  med ia n t e Western . En au sen cia de 20S RN A (p a n el derech o ) la poli me ra sa migra haci a 
fra ccio n e s má s lig era s del gra d ien t e, lo qu e su gier e qu e el RN A y la pro t eín a está n aso ci a d o s .  
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3 .3 .3  INMUN OPRECIPI TACIÓN DE LO S COMPLEJOS  p91/20S RNA EN  E. coli  
P ara co nfirmar que 20S  RNA y p91 están fo rm ando com ple jo s en E. coli , el siguie nt e paso 
fue  ver si 20S RNA se inm uno pre c ipit aba co n antic ue rpo s anti - p91 .  
 
Se obtuvo  el RNA de lo s inm uno pre c ipitado s, y  se dete ct ó en un Dot Blot  mediant e una 
so nda espe c ífic a  de la cade na (+) de 20S RNA. 20  RNA está prese nte en el inm uno prec ipit ado , lo 
que co nfirm a la fo rm ac ión de com ple jo s en E. coli  (Fig . 46) .  Co mo co nt ro l po sit iv o se utilizó un 
extract o de la cepa 924 de S. cerevisiae , que co nt ie ne com ple jo s nativ os 20S RNA/ p91 .  
 
En la figura se obse rv a que hay más cant idad de 20S RNA inm uno pre c ipit ado a part ir del 
lisado de S. cerevisiae que en el de E. coli , a pesar de que la transc ripc ió n de pLOR91 co n T7 en esta 
cep a es muy elev ada (Fig. 44).  Esto pare ce ría indic ar que en E. coli  no to do el 20S RNA fo rma 
com ple jo s co n p91 o bien que nuest ras co ndic io ne s de inm uno pre c ipit ac ió n (cant idad de lisado, 
antic ue rpo s anti- p9 1, ect...) puest as a punt o para S. cerevisiae  (Este ban  et al., 199 4 )  n o eran las 
óptim as para E. coli . Po r ello , en prim er lugar hicim os una titulac ió n de la cant idad de lisado y 
antic ue rpo nece sario s en la inm uno pre c ipitac ió n y así po de r estim ar a raíz de 20S RNA prese nte en 
el inm uno pre c ipit ado , la cant idad de co m plejo s p9 1 /20 S RNA fo rmado s en E. coli .  
En la figura 47 se muest ra el result ado de esta titulac ió n utilizando dife re nt es cant idade s de 
lisado de E. coli . En estas co ndic io ne s expe rime nt ales obse rv amo s que exist e una relac ió n line al 
entre la cant idad de lisado y 20S  RNA en el inm uno pre c ipit ado , lo que valida esta técnic a para 
cuant ific ar la cant idad de co m ple jo s p91 /2 0 S RNA en funció n del 20S RNA obse rvado en el Dot Blot .  
 
Figura  46.  Formación de  complejos p91/20S RNA en E . coli . El con t ro l 
nega t ivo de l exp erim en t o es l a cep a B L21 (DE 3) tra n sfo r ma d a con el plá s mid o 
vacío (1). En (2) se an a liz a ro n los comp lej o s forma d o s en BL21 tra n sfo rma d a 
con pLOR91. C o mo con t ro l posit ivo se u só  un lisa d o de l a cep a 914 de S. 
cerevisiae (3).  
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El result ado de la titulac ió n es part ic ularm e nte impo rt ant e en lo s expe rim ent o s que se 
muest r an a co nt inuac ió n, en lo s que estudiamo s la espe c ific idad de lo s com ple jo s p91/ 20 S RNA de 
E. coli  que tiene n mutac io ne s en el RNA o en la prot e ína expre sado s a part ir de pLOR9 1 .  
 
LA FORMACIÓN DE LOS COMPLEJOS ES ESPECÍF ICA: MUTACIONES EN E L RNA Y LA PROTEÍ NA 
Com o se ha visto en el apart ado 1 de lo s Result ado s, exist e n ciert as zo nas del geno m a cuy as 
mo dificac io ne s afect an a la fo rm ac ió n de lo s com ple jo s p91/ 20 S RNA en S. cerevisiae . Para 
com pro bar si los com ple jo s ribo nuc le o pro t e ic o s enco nt rado s en E. coli  m antie ne n esa espe c ific idad, 
se intro duje ro n  vario s  cam bio s  en el plásm ido de expre sió n  que afect a ba n tant o a p91 , co mo al 
extremo 3’ del RNA expresado . Las mo dific ac io ne s y el result ado de las mism as se muest ran  en la 
figuras 4 8  y 49 .  
 
Los cam bio s que mo di fic an p91 se muest ran en la figura 4 8 - A  y co nsist i e ro n  en 1) intr o duc ir 
un co dó n de parada , de mane ra que se pro duce pro t e ína  más peque ña, de tan so lo 274 
am ino ác ido s. Esta pro te ína es incapaz de fo rm ar comple jo s po rque le falt an más de do s tercio s de 
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Figura 47.  Titulación de la  cantidad de complejos p9 1/20S RNA detectados en función de distintas 
cantidades de lisados de E. coli .  A.  La can t id a d de 2 0S RN A in mu n o p recip it a d o det ect a d o en el Dot Blot  
es pro p o rcio n a l a la can t id a d de lisa d o .  B . Difer en t es d ilu cio n es del l isa d o origin a l se dep o s it a ro n 
direct a m en t e en el Dot Blot  para detect a r la can t id a d de 20S RN A pre sen t e. En am b o s caso s exist e 
lin ea lid a d , lo qu e in d ica qu e la can t id a d de mu est ra qu e utiliz a mo s es ad e cu a d a para la detecció n de lo s 
comp lej o s.  
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la m o lé c ula.  2) En la  otra mo dificac ió n de p91 se alte ró el cent ro catalít ico de la enzim a, o “zo na 
GD D” . Experime nt os en nuest ro labo rato rio han demo st rado que el cam bio  de esta secue nc ia por 
lo s am ino ác ido s EFD afectan a la activ idad de p91 en S. cerevisiae (Este ban  et al., 2005 ) . C o mo se 
puede ver en la figura 4 8 - B , la cant idad de co m ple jos que se fo rm an en esto s do s mutante s de la 
po lime rasa dism inuy e sustanc ialm e nte si lo s com param os co n los del silv est re .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48.  Los complejos p91/20S RNA en E. coli  requieren una polierasa funcional.  A. Dia gra ma de la 
pro t eín a p91 exp r esa d a a p art ir de pLOR9 1 y de la s d os ver sio n es mod i fica d a s : 1. La mu ta ció n 
GDD  E F D de st ru y e el cen t ro activo ,  y 2. Un a pro t eín a tru n ca d a con 276 amin o á cid o s del extr emo N -
termin a l. B.  Exp re sió n de 2 0S RN A y can t id a d de pro t eín a s tota le s a part ir del lis a d o de E. coli  
tran sfo rma d o con lo s tre s pl á smid o s an terio re s. M ed ia n t e We st ern se det ect a ún ica men t e p9 1 y el 
m u ta n t e GDD E FD  qu e ti e n en el ta ma ñ o comp l et o , n o así la polim era sa tru n ca d a , ya qu e los 
an ticu erp o s sólo detect a n el extremo C - ter min a l de p91 . C. 20S RN A ap a rece en los in mu n o p recip it a d o s 
sólo cu a n d o p91 es si lv est r e.  
C  
B 
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En el extre mo 3’ de la secue nc ia del cDNA se intro duje ro n tres tipos de cam bio s: el prim e ro 
es la mo dific ac ió n  C4A (pLOR11 4 ) . En S. cerevisiae  esta mo dific ac ió n afect a a la gene rac ió n in vivo  
del virus  y a la fo rm ac ió n de com ple j o s (Figs . 17 y 25 - A ) .  P arec e ser que en E. coli , el cam bio 
dism inuy e un 20% la fo rm ac ió n de co m ple jos p91/ 20 S RNA  respe c to del co nt ro l . Adem ás, se 
intruduje ro n do s cam bio s que mo dific an la estruc t ura secundaria del extremo 3’, el prim e ro abre la 
base de la  estruc t ura (G5C, Fig. 20, pLOR11 5 ) , y el segundo la alte ra casi com ple tam e nte (pL OR12 1 , 
Fig. 21) . En esto s dos mutant e s a unque la cant idad de 20S RNA y de p91 expre sada a part ir de los 
plásm ido s  mo dific ados en 3’ es práct ic am e nt e la mism a, las do s mutac io ne s afectan  
sust anc ialme nt e  a  l a fo rm ac ió n de com ple jo s en la ba ct e ria, algo que tambié n ocurre  en S. 
cerevisiae ( m ue st ras 2 y 3 de la figura 4 9 - C) .  Po r lo tant o , la espe c ific idad en la part e 3’ del RNA es la 
mism a que en S. cerevisiae .  
 
Todos esto s dato s sugie ren  que los complejos que se forman en E . coli  tienen la misma 
especificidad que los de la levadura, e indican, por tanto, que no se requieren factores de S. 
cerevisiae para su formación, únicamente el RNA y la proteína .  
 
 
 
20S RNA NO SE REPLICA EN  E . coli   
 
De mane ra sim ilar a lo realizado en S. cerevisiae , decidim o s elim inar el plásm ido pLOR91 de 
la cepa BL2 1( DE 3 ) . Así, si 20S RNA puede mant e ne rse de fo rm a autó no m a en E. coli e n ause nc ia de 
pLOR91 , indic aría que puede n replic arse y gene rar el virus.  
 pLOR9 1 se elim inó de E. coli re alizando réplic as en medio LB sin antibió t ic o . Despué s de 
pase s suce sivo s se analizaro n el RNA y las prot e ínas prese nte s en las células sin plásm ido . En la 
figura 50  se obse rva que al desapare ce r pLOR91 , no enco nt ramo s ni 2 0S RNA ni p91 en E. coli , lo 
que indic a que 20S RNA no es capaz de mante ne rse de fo rm a autó no ma en la célula, al co nt rario de 
lo que ocurre en S. cerevisiae .  
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Esto puede ser debido a dos causas:  
1.  E st o s co m ple jo s no so n activ o s  en replic ac ió n  
2.  Aún sie ndo activo s, puede ser la pro pia traduc c ió n de p91 la respo nsable , ya que el RNA 
viral, en ause nc ia del vector, care ce de la secue nc ia de Shine - D algarno (Fig. 44 - A)  
 
Figura 49.  Los complejos p91/20S RNA en E. coli  requieren las mismas señales en cis en 3’ que en S. 
cerevisiae.  A. Dia gra ma de la estru ct u ra secu n d a ria del ex tremo 3’ d e 20 S RN A y de los mu ta n t es C4 A 
(1), G5C ( 2) y del RN A qu e pro d u ce un a horq u illa de sólo 3 bp (3). B.  Exp resió n de 20S RN A y can t id ad 
de pro t eín a s tota le s a part ir del lisa d o de E. coli  tran sfo r ma d o con los cu a t ro plá s mid o s an terio r e s. La 
can t id a d de p91 deta ct a d a med ia n t e We st ern en tod a s la s mu e st ra s es si mila r . C.  La ca n t id a d de 20S 
RN A in mu n o p recip it a d o está afect a d o las mod i fica cio n e s i n tro d u cid a s in vitro . Sólo el silve st re pu ed e 
forma r co mp lej o s p9 1/20 S RN A con alta eficien c ia .  
A 
B 
C  
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Dado que se fo rm an com ple jo s entre p91 y 20S RNA en E. coli , teníam os inte rés en 
dete rm i nar si esto s eran activo s en replic ac ió n, ya que se trat a de una RNA polim e rasa, p91, y su 
RNA mo lde , 20S RNA. Para ello utilizamo s dos estrate gias dist int as :  
1.  D e te c t ar en E. coli  las cadenas de po laridad ( - ), inte rme diario s en la replic ac ió n viral.  
2.  Com pro bar si lo s co m ple jos p91/ 20 S RNA fo rm ados en E. coli  se replic an  in vitro.  
 
1.  P ara analizar la prese nc ia de cade nas ( - ) en  E. coli  transfo rmada co n pLOR91  utilizam o s  una 
so nda espec í fic a de la cade na  ( - ). Adem ás del plásm ido estándar, utilizam os com o co nt ro l es 
negat ivo s alguno s de lo s plásm idos descrito s en lo s apart ado s ante rio re s que tenían mo dific ac io nes 
en p91 o en el RNA. En el Northern de la figura 5 1  se obse rva hibridac ió n mínim a de la so nda co n 
varias espe c ies de RNA, algunas de las cuale s  se muev e n a la altura de 20S RNA y W. Esta señal, sin 
em bargo , pare c e ser inespe c ífic a ya que tam bié n apare c e  en nuest ro s co nt ro l e s  negat ivo s, cepa s 
transfo rm adas co n  plásm ido s cuy a RNA po lime rasa no es funcio nal ( es más peque ña  o está mutada) 
y cepas co n mo dific ac i o nes en la estruc t ura secundaria del RNA .  Adem ás  la cant idad de hipo t ét ic a 
cade na ( - ) dete ct ada es muy peque ña, ya  que  la expo sic ió n de la pelíc ula ha sido de 50 vece s más  
que la de la cade na (+).  
 
 
Figura 50.  20S RNA no se mantiene en E. coli  de forma autónoma. A. Gel de aga ro sa 
teñ id o con bro mu ro de etid io en el qu e se an a liz a n los RN As de la cep a BL21 
tra n sfo rma d a con pLOR91 ( c a rril 1), y la mis ma cep a desp u és de el imin a r el plá smid o 
(ca rril 2 ). En el pan el dere ch o se mu e st ra el N orthern del mi smo g el. B . Western  d e 
extra ct o s de la s mu e st ra s an a l iz a d a s en A con an ticu erp o s an ti - p 91.  
 
A B 
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2.  E l siguie nt e estudio  co nsistió en valo rar la activ idad  RNA po lim e rasa in vitro  a part ir de un 
lisado de E. coli  con com ple jo s p91 / 20 S RNA . Co m o co nt ro l po sit ivo se utilizó un  lisado de la cepa 
924 de S. cerevisiae (Fig. 5 2 - B ) . En el caso de la lev adura se obse rv a la inco rpo rac ió n de 
radiac t iv idad mayo rit ariam e nte en 20S RNA, y en meno r medida en W  ( c arril 2  de la parte 
izquie rda ) .  En lo s lisado s en E. coli  observ amo s tam bié n inco rpo rac ió n en u na banda a la altura de 
20S RNA (carril 1), pero e sta banda, sin em bargo , no es sint e t izada po r p91 , sino po r la activ idad  
RNA po lime rasa depe ndie nt e de D NA prese nt e en el lisado de E. coli . En  la reacc ió n de replicac ió n  in 
vitro el plásm ido pLOR9 1 que llev a el promo to r de la RNA po lime rasa del fago T7 está prese nte , así 
com o la T7 RNA po lim e rasa expre sada in vivo . El pro d uc to de la tr ansc ripc ión del plásm ido so n 
mo lé c ulas de  tam año y secue nc ia  indist inguible s del po sible  20S RNA replic ado . Para ver si el RNA 
dete c tado en E. coli  pro cedía de la activ idad RNA po lime rasa depe ndie nte de DNA,  trat amo s las  
muest ra s co n DNAsa ant e s de la reacc ió n de replic ac ió n  (Fig . 5 2 - B, parte dere c ha) . En la 
auto rradio grafía aho ra no apare c e inco rpo rac ió n en 20S RNA de  E. coli , lo que indic a que la señal 
obse rv ada en el expe rime nt o ante r io r no es pro duc t o de replic ac ió n  viral in vitro, y además  
Figura 5 1.  No se detactan cadenas ( - ) de 20S RNA en E. coli . A.  El RNA tota l de E. coli  transfo r ma d o con 
pLOR91 s e an a liz ó en un gel d e aga ro sa . Como con t ro l nega t ivo se utiliz ó  la mi sma cep a tra n sfo rma d a 
con plá smid o s cu y o s pro d u ct o s de exp r es ió n (20S RN A y p91) no pu ed en for ma r co mp lej o s. El con t ro l 
posit ivo es la cep a 924 d e S. cerevisiae , qu e tien e 20 S RN A en d ó g en o . B.  Northern en el qu e mu est ra s 
an terio res se dete ct a n con una son d a esp ecíf ica de la cad en a (+) de 20S RN A. C .  Northern en el qu e las 
mis ma s mu est ra s se detect a n con un a son d a esp ecífi ca de la cad en a ( - ). Se in d ica n 20S RN A y W en la 
mu est ra de S. cer evisiae .  
A                   B                  C  
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confirm a la idea  que teníamo s de  que lo s complejos formados en E. coli  no son activos en 
replicación.  
 
 
DIFERECIAS EN LA CAN TIDAD DE COMPLEJOS p 91/20S RNA EN S. cerevisiae Y EN  E. coli  
P ara com ple t ar el estudio de lo s co m plejo s ribo nucle o pro t e ico s p91/ 2 0 S RNA en E. coli , 
deci di mo s com pararlo s con lo s fo rm ado s en su ho spe dado r natural, S. cerevisiae . En el año 2000 se 
demo st ró que la gran mayo ría (sino to do ) 20S RNA se encue nt ra fo rm ando comple jo s  co n p91  en la 
célula (So lo rzano  et al., 200 0 ) . Durant e la elabo rac ión de este trabajo no s hemo s dado cuent a que 
aunque en E. coli  se sinte tiza una gran cant idad de transc rit o s de 20S RNA a part ir de pLOR91 , la 
cant idad de 20S RNA que dete c tamo s en lo s inm unopre c ipit ado s es  mucho meno r, lo que pare ce 
indic ar que só lo una pequeña part e de lo s transc rit o s se encue nt ran fo rm ando co m ple jo s co n p91 .  
 
Figura 52.  No hay replicación in vitro  de los complejos p91/20S RNA formados en E . coli. 
A. Gel de aga ro sa teñ id o con bro mu ro de etid io de la mu est ra de E. coli BL21/p L O R91 y la 
mu est ra 92 4 de S. cerevisiae . B.  Reacció n de rep lica ció n in vitro  de los  lisa d o s de las 
mu est ra s an teio re s. S e ob ser va señ a l a la altu ra de 20S RN A en la mu est ra de E. coli , pero 
pro b a b lemen t e sea n molécu la s sin t et iz a d a s por la RNA  polimera sa de T7 a part ir del 
plá smid o pLOR91, ya qu e al digerir la mu e st ra con DN A sa , la señ a l  desa p a r ece.  
A                                B 
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Pensamo s que la causa de la dism inuc ió n de com ple jo s en E. coli  podía ser la cant idad de 
p91 expre sada, po r lo que decidimo s cuant i fic ar 20S RNA y p91 expre sado s en S. cerevisiae y en E. 
coli (Fig. 5 3 - A ) . A part ir del mism o núm e ro de células en am bo s organism o s (3.0 x 10 10 ) preparamo s 
lisado s y se analizaro n mediant e Northern  y Western  la cant idad de 20S RNA y p91 
respe c t iv am e nte , pre se nt es en dife re nte s vo lúm e nes de lo s mismo s . Se cuant ific aro n mediante 
fo sfo rim age r  y quim io luminisc e nc ia y como se puede obse rv ar, a pesar de la eno rme cant idad de 
20S RNA expre sado en E. coli  (apro x im adam e nt e 7 vece s más que en S. cerevisiae ) , la cant idad de 
p91 prese nte  es meno r que en la lev adura (unas 4 vece s) . Esto indic a que aun habie ndo sínt e sis de 
20S RNA la eficie nc ia co n la que se traduc e la pro t e ína durant e el tiem po que dura la induc c ió n co n 
IP TG no es muy elev ada. Po r otra parte , e stos datos  sugie re n que la dife re nc ia en la cant idad de 
com ple jo s p91/ 20 S RNA form ados en la célula la co ndic io na la cant idad de p91 dispo nible . Para ver 
si  esto  era así, a part ir de lo s valo re s obte nido s en la cuant ific ac ió n del Western ajust am os la 
cant idad  de p 91  en las muest ras de S. cerevisiae y E. coli  y las inm uno pre c ipit am os  con anti - p91 
(Fig . 53- C) .  Tal y como espe rábamo s, la cant idad de 20S RNA en lo s inm uno pre c ipit ado s en este 
caso es equiv ale nt e . Esto co nfirm a que es la cant idad de p91 la que dete rm ina l a fo rm ac ió n de los 
com ple jo s co n 20S RNA. Calculamo s que en E. coli  sólo un 3.5% del RNA expre sado se encue nt ra 
fo rmando com ple jo s co n la po lim e rasa. Esta baja pro po rc ió n  adem ás de  ser debida a la escasa 
cant idad de p91 prese nt e en la muest ra , po dría estar afect ada po r un inefic ie nt e o inco rrec to  
plegam ie nto en E. coli , ya que se trat a de un sist e m a hete ró lo go en el qu e eso no se puede 
co nt ro lar.  
 
A pesar de los dato s num é rico s obte nido s , lo realm e nte im po rt ante de  los complejos 
p91/20S RNA formados  en E . coli  e s que esto s com plejo s, inde pe ndie nte me nt e del po rce nt aje en el 
que exist an , son específicos a un siendo  en un ho spe dado r hete ró lo go . Esto apoya nuest ra hipó t e sis 
de que en S. cerevisiae los complejos se forman sólo con p91 y 20S RNA, y no se requieren 
proteínas del hospedador, al menos en estado de reposo .  
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Figura  5 3 . El factor limitante para la formación de los complejos p91/20S RNA en E. coli  
es la cantidad de p91 . A.  Can tid a d es de 2 0S RN A en los lis a d o s de S. c ere vi sia e y E. col i 
prep a ra d o s a part ir del mi sm o nú mero de célu la s. Volú me n es c r eci en t es del li sa d o ( 1  8 
µ l) se sep a ra ro n  en un gel de aga ro sa . Se mu est ra el gel teñ id o con bro mu ro de etid io 
(p a n el su p erio r) y el Northern corresp o n d ien t e hib rid a d o con un a son d a esp ecí fica de 
20S RN A (p a n el in ferio r ).  B.  Can tid a d de p91 d etect a d a por Western en los mis mo s 
lisa d o s. C . Part i en d o de can t id a d es eq u iva l en t es de p91 en amb o s li sa d o s se 
in mu n o p recip it ó 20 S RN A  co n an ticu erp o s an ti - p 9 1. En la part e in f erio r de la figu ra se 
comp ru eb a de nu evo la dif ere n cia en tre can t id a d de 20S RN A en E. coli  y  S. cerevisiae . Se 
ha aju st a d o el volu men para qu e hay a un a can t ida d simila r de 20S RN A (u n a s 7 vec e s 
más en S. cerevisiae ).              
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“ La frase más excitante que se puede oír en ciencia,  
La que anuncia nuevos descubrimientos,  
no es ¡Eureka! Sino `es extraño...´ ”  
 
ISAAC ASIMOV  
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1..  ESTT UU DII OO  DE LAS SEÑÑ ALES EN cis QQ UU E AFF ECC TT AN A LA REPP LII CC ACC II ÓÓ N 
YY  FF OO RMACC II ÓÓ N DE CC OO MPP LEJJ OO S p99 1// 20S RNA 
 
Los genom as de lo s virus (+) - ssRNA tiene n la capac idad de fo rm ar estruct uras 
secundarias y otras de orde n may o r, que co nt ribuy e n a su estabilidad y part ic ipa n en 
inte rac c io ne s inte r -  e intramo le c ulares. E stas señale s (o  elem e nto s en  cis )  so n muy 
im po rt ant e s en el ciclo de vida del virus y sus funcio ne s no puede n ser co m plem e nt adas en 
trans . Están invo luc radas no só lo en la inte racc ió n RNA - RNA, sino tam bié n en la unió n de 
pro t e ínas virale s y celulares al RNA durant e lo s pro ceso s de traduc c ió n, replic ac ió n del RNA y 
encapsidac ió n en algunos virus. La may o ría de señale s en  cis se localizan en lo s extrem os 5’ y 
3’ altame nt e estruc t urado s de las regio ne s no tradu c idas del genom a (UTR) , aunque tam bié n 
puede n estar en la secue nc ia co dific ante . Virus hum ano s com o el de la hepat it is A 
( Picornaviridae ) , la hepat it is C ( Flaviviridae ) o el co ronav irus hum ano ( Coronaviridae ) tiene n 
en sus extremo s 5’ y 3’ señale s en cis  i ndispe n sable s para su replic ac ió n  (Liu  et al., 2009 ) .  
 
Los narnav irus 20S RNA y 23S RNA tiene n geno m as rico s en G+C, lo que facilit a la 
fo rmac ió n de estruc t uras secundarias en el RNA. Estas estruc t uras no só lo se form an en lo s 
extremo s 5’ y 3’, sino que exist e n a lo largo de todo el genom a. Es ,  sin embargo , en los 
extremo s do nde se lo calizan algunas de las señale s en  cis impo rt ant e s en su replic ac ió n y en 
la fo rm ac ió n de com ple jo s co n sus RNA po lim e rasas.  A part ir de dato s de gené t ic a reve rsa 
co n 23S RNA gene rado con vecto re s de expre sió n, se describió la exist e nc ia de una señal 
bipart it a pró x im a a su extre mo 3’. Esta estaba fo rm ada po r las últim as cuat ro cito sinas y dos 
purinas desapare adas exist e nt e s en el brazo de una estruc t ura secundaria adyac e nt e a las 
cuat ro cito sinas (Fig. 53) (Fujim ura y Este ban, 2004 a) .  
En este trabajo hemo s hecho un estudio sim ilar co n 20S RNA, analizando señale s en 
cis pró x im as al extremo  3’ .  
 
Los plásm ido s utilizado s en esto s expe rime nto s so n sim ilare s a los em ple ado s en la 
gene rac ió n de 23S RNA (Est e ban y Fujim ura, 200 3 ) . Así se co nst ruy ó el vecto r pRE7 40 , que 
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lle v a el cD NA com plet o de 20S RNA detrás del prom ot o r co nst it ut ivo del gen PGK1  de S. 
cerevisiae y la ribo zim a del virus HDV fusio nada al extre mo 3’ .  
Lo s expe rim e nto s de gene rac ió n de narnav irus  en S. cerevisiae a part ir de vect o re s de 
expre sió n se com e nza r o n  co n 23S RN A  ya que to das las cepas de las que  se dispo nía  en ese 
mome nt o llev aban 20S RNA. No fue hast a el  año 2005  cuando obtuv imo s  la cepa 2928 - 4 , 
deriv ada de la 292 8 ,  que ha bía  perdido 20S RNA endóge no durant e la gene rac ión de 23S RNA 
(Est e ban  et al., 2005 ) .  Esta es la cep a rece pto ra en la mayo ría de los expe rim e nto s descrito s 
en este trabajo , espe c ialm e nte en lo s apart ados 1 y 3 de lo s Result ado s. Adicio nalme nte 
hemo s usado cepas delec io nadas pro ce de nt e s de la co le cc ió n EUROFAM q ue deriv an de la 
cepa BY4 74 1 , y que carece n de 20S RNA. En am bo s fo ndo s gené t ico s hem os com pro bado 
que la frecue nc ia de gene rac ió n de 20S RNA a part ir del plásm ido pRE74 0 (y su deriv ado con 
marcado r sele c c io nable URA3 , pRE7 63 ) es muy alta (m ás del 70% de las células adquie re n el 
virus y este se mant ie ne un a vez elim inado el plásm ido ) lo  que  no s ha perm it ido analizar las 
señale s en cis nec e sarias para la replic ac ió n de 20S RNA mediante  g enét ic a r eversa .   
Tant o pRE74 0 co mo pRE76 3 se han utilizado para gene rar 20S RNA a part ir de las 
cade nas (+) o genó m ic as, pero adem ás hem os co nse guido gene rar el virus a part ir de las 
cade nas ( - ) o antige nóm ic as.  
 
El estudio de las cade nas ( - ) de 20S RNA se llevó a cabo utilizando un sist e m a de do s 
plásm ido s, ya que la orie ntac ió n de esta cade na hace im po sible la gene rac ió n de l virus al no 
po de r traduc irse el transcrit o . En este caso nece sit amo s un segundo  vecto r  que pro duc e una 
po lime rasa en trans  que puede unirse a la cade na ( - ) expre sada a part ir de otro plásm ido , 
fo rmar com ple jo s y replic ar el RNA para gene rar el virus. A pesar de util i zar do s plásm idos 
muy pare c idos, hemo s obse rv ado que n o hay recom binac ió n  entre lo s transc ritos  expresado s 
a part ir de ello s en base a vario s crit e rio s: 1 ) ca da plásm ido  llev a 20S RNA clo nado  en sent ido 
co nt rario . 2) Al mo dific ar la zo na GD D del plásm ido que pro duc e la po lime rasa, no se 
pro duc e el virus a pesar de que esa secue nc ia está intac t a en el segundo vect o r. 3)  S i se 
cam bia la secue nc ia de cort e de la ribo zim a GGGAAA en el plásm ido mo lde , no se puede 
gene rar 20S RNA .  La eficien c ia en la gene rac ió n de 20S RNA es muy alta, sim ilar a cuando se 
usa  un plásm ido , y además hemo s com pro bado que efect iv ame nt e ,  l o s virus gene rados 
pro ce de n de la cade na ( - ), ya que esta co nt ie ne un sitio SmaI que le dife re nc ia de  las cade nas 
(+) gene radas a part ir del plásm ido de la po lime rasa.  Po r lo tanto , este sist em a tam bié n ha 
perm it ido hace r g enét ic a r ev e rsa para estudiar las señale s en cis  de la cade na antige nóm ic a.  
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E n este trabajo hemo s dem ost rado la existe nc ia de señale s en  cis en el extre mo 3’ de 
las cade nas (+) y ( - ) del virus. En parale lo , hemo s visto que tal y co mo ocurre en 23S RNA, las 
señale s im po rt ant e s en replic ac ió n tam bié n lo so n para la fo rm ac ió n de los com ple jos 
ribo nuc le prot e ico s.  Tanto la cade na (+) com o la ( - ) tiene n en su extrem o  3’ una estruc t ura 
secundaria en fo rm a de horquilla seguida de cuat ro cito sinas desapare adas que co nsit uye n el 
final de la mo léc ula de RNA  (Fig. 53) . En am bo s caso s la terce ra y cuart a cito sinas  son 
esenc iales para la replic ac ió n viral, ya que su mo dificac ió n a adenina im pide la gene rac ió n de 
20S RNA. Sin em bargo , al mo dificar o elim inar lo s últim os do s nucle ót ido s , o  al añadir base s 
en el extrem o  3’ , lo s vi rus gene rado s siem pre tiene n  cuat ro cito sinas en  la secuenc ia term inal 
(… CCCC - O H) . Esto indic a que a unque la prim e ra y segunda no sean esenc iale s para la 
gene rac ió n, es  nece sario que el extrem o finalic e co n cuat ro cito sinas . Adem ás tam bié n indic a  
que existe un mecanismo capaz de co rre gir las modific ac io ne s intro duc idas in vitro en el 
extremo 3’ para que siem pre term ine en cuat ro Cs .  
 
La  estruc t ura  secundaria en  ho rquilla ady ace nt e al extre mo 3’  tam bié n es im po rt ant e 
en la replic ac ió n de 20S RNA, ya que hemo s co m probado que lo s  cam bio s que mo dific an la 
lo ngit ud del brazo  hace n inv iable la gene rac ió n de l virus . Esto indic a que la secue nc ia 
prim aria del brazo no es im po rt ant e , y tam poc o pare c e serlo la del bucle, pero sí lo es la 
exist e nc ia del  brazo en  la ho rquilla. En el caso de la cade na (+) tam bié n hemo s analizado 
parcialm e nte la segunda estruc t ura se cundaria ady ac e nte (nt. 38  -  91),  más com ple ja 
to dav ía. Aunque  lo s cam bio s estudiado s no han sido num e ro so s, ninguno de ello s afect a  a la 
Figura 53 . Predicción de la estructura 
secundaria de los extremos 3’ de las 
cadenas (+) y ( - ) de los narnavirus 20S RNA y 
23S RNA.  En tod o s los caso s son estru ct u ra s 
en horq u illa qu e ter min a n en GC CC C - O H . En 
rojo se señ a la n las se ñ a l es en cis  pre sen t e s 
en las cu a t ro estru ct u ra s.  
( + )                    ( - )         
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ge ne rac ió n de 20S RNA, y po r tanto , esta estructura no pare c e ser im po rt ant e en  la 
replic ac ió n del virus.  
Recie nte me nt e se ha demo st rado en nuest ro labo rato rio que la unió n de p91 a 20S  
RNA tiene lugar en los extre mo s 5’ y 3’ de la mo lé c ula y en meno r medida en la zo na cent ral.  
En este trabajo hemo s confirm ado  que la po lim e rasa in vivo  se une al extremo 3’, ya que 
cam bio s e n ciert as zo nas de la secue nc ia y la estruct ura secundaria afect an a la fo rmac ió n de 
com ple jo s.  Tam bié n sabe mo s que e l lugar de unió n en 5’ tiene lugar en la segunda estruc t ura 
secundaria ady ac e nt e al extremo 5’ (nucle ót ido s 72  -  104), que adem ás tam bié n tie ne 
señale s en cis para la replicac ió n del virus (Fujim ura y Este ban, 200 7) .  
 
Esta co rre lac ió n entre replic ac ió n y fo rm ac ió n de comple jo s tam bié n se obse rv a en el 
virus 23S RNA (Fujim ura y Este ban, 200 4 a) . Creemo s que la fo rm ac ió n de lo s com ple jos 
estabiliza el genom a viral y lo pro t e j e de lo s mecanism os de degradac ió n de mRNAs del 
ho spe dado r. Ya que 20S RNA care c e de cápsida, n o tiene co la de po li( A)  y pro bable m e nte sin 
cap es un buena diana par a lo s sist em as de degradació n, po r lo que su pro t e c c ió n mediante 
la unió n a p91 es esenc ial para su supe rv ive nc ia. Todo s aque llo s cam bio s que po ngan en 
peligro la estabilidad del com ple jo se traduce n com o ause nc ia de gene rac ión  del virus a 
part ir de nuest ro s vecto re s de expre sió n .  
REPARACIÓN DE  LOS  EXTREMO S 3’  EN LAS CADENAS (+) Y (- ) DE 20S RNA  
L o s virus co n geno m as lineale s debe n desarro llar mecanism os para po de r reparar sus 
extremo s 3’,  ya que durant e la replic ac ió n el RNA está expue st o  a la degradac ió n po r 
nucle asas. Debido a que su  replic ac ió n co m ie nza en el extre mo 3’, existe n muchas 
po sibilidade s de que exist a n  mecanismo s de prot e cc ión y reparac ió n de sus  extrem os .  
 
En este trabajo hemo s realizado expe rime nto s en lo s que  hemo s mo difi c ado lo s 
extremo s 3’ de las cade nas (+) y ( - ) de 20S RNA en el vecto r de expresió n bien añadie ndo 
base s extra, bien elim inando o mo dific ando las últim as citosinas de la secue nc ia.  
 
L a  adició n de base s en el extrem o 3’ de la secue nc ia (delant e de la ribo zim a) no 
afect a a la gene rac ió n de 20S RNA  y e sas bases adicionale s se elim inan  durant e este pro ce so .  
Dado que el genom a viral es una mo lé c ula de RNA mo no c at e nario sin poliade nilar, la 
activ idad respo nsable de la elim in ac ió n de esto s nucleó t idos po dría  ser la  llev ada a cabo po r 
el com ple jo mult ipro t e ic o del exo so m a, que degradaría la mo léc ula en direc c ió n 3’ 5 ’ hasta 
llegar hast a las cuat ro Cs del extrem o , que aunque sean mo no c ate narias, probable m e nte 
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e st é n pro te gidas po r p91 .  Dato s obte nido s en el labo rato rio  indic an que si se aume nt a el 
tam año de la secue nc ia extra entre el extremo 3’ viral y el sitio de co rte de la ribo zim a, se 
dism inuy e eno rm eme nt e la eficie nc ia de gene rac ió n de 20S RNA , ya que el exosom a  elim ina 
lo s nucleó t ido s  uno a uno (Est e ban R., resul t ado s sin public ar) .   
Por otra parte , e l mecanism o respo nsable de la reparac ió n de las base s mo dificadas  
(C1 A, C2A)  o elim inadas en el extrem o 3’ de 20S RNA  tam bié n es desco no cido , aunque 
exist e n vari a s p o sibilidade s que se resum e n a co nt inuac ió n :  
 
a)  Formac ión de estructura en panhandle  (m an go de sart é n) :  Se po dría fo rm ar debido 
a las repe t ic io ne s inv e rt idas de lo s extre mo s  5’ y 3’ de la secue nc ia . Delec io nes o 
mo dificac io ne s en 3’ po drían ser reparadas usando la secue nc ia del extremo 5’ com o mo lde , 
com o ocu rre en uno de lo s sist em as de reparac ió n del Virus Dengue (DEV) (Yo u y 
Padm anabhan, 1999 ) . Pero este no  pare ce ser  el caso , po rque se ha vist o que modific ac io nes 
sim ult ane as en los extremo s 3’ y 5’ de 23S RNA se co rrige n  (Fujim ura y Este ban, 200 4 a) .  
Supo ne mo s que en el caso de 20S RNA ocurre algo sim ilar.  
 
b)  Maquinaria de la RNA polimerasa:  Las RdRp introduc e n a menudo erro re s que 
puede n reparar. Si falt an n ucle ó t ido s  en el extremo 3’, se añade n las base s co rre c t as  en las 
nuev as cade nas nacie nt e s durant e la replic ac ió n. En el caso del virus dengue tipo 2  (DEV - 2 ) , 
es la activ idad nucleo t idil transfe rasa de la RdRp  la que añade lo s nucle ót ido s elim inado s en 
el extrem o 3’  sin mo lde (Teram ot o  et al., 200 8) . En alguno s virus, com o en el TCV ( Turnip 
crinkle carmovirus ) se ha descrit o que  se puede n reparar dele c io ne s  de hast a 6 nt del 
extremo 3’ utilizando oligo nuc leó t ido s de 4  -  8 nt pro duc ido s po r la sínt e sis abo rt iv a de la 
replic asa viral usando el extre mo 3’ del RNA genóm ico com o mo lde  (Nagy  et al., 199 7; Guan 
y Simo n, 2000 ) .  Esto no puede ocurrir durante  la ge ne rac ió n de 20S RNA  a part ir de vect o re s , 
ya que  en la célula no hay mo lé c ula s co n la secue nc ia com ple t a que sirv an co mo mo lde para 
la sínt e sis del extremo 3’ adecuado . Una vez gene rado el virus, o en 20S RNA endó ge no 
po dría ocurrir este mecanism o, pero es to es algo que desco no c emo s.  
 
c)  Factores del hospedador :  E n m ucho s virus , como  en lo s narnav irus, la estruc t ura 
secundaria de su extre mo 3’ se pare ce bast ante  al Top half domain de lo s  tRNA  (Mans  et al., 
199 1; Fujim ura y Este ban, 200 4 a) .  El brazo acept o r y el brazo T  fo rman una estruc t ura muy 
pare c ida a la estruct ura secundaria del extremo 3’ de 20S RNA ; esta  co nsist e en un brazo de 
12-  13 bp y el bucle T ΨC de 7 nt  (Fig. 5 4 ) . Esto s RNAs virale s  p o drían  ser , po r tanto,  
am ino ac e t ilado s y funcio nar com o sust rato de la tRNA nucle o t idil transfe rasa ( CCA - Adding 
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enzyme )  que puede aña dir  las base s CCA en el extre mo 3’ de la secue nc ia del t RNA .  Esta 
enzim a usa CTP y ATP para reparar el extrem o 3’ de lo s tRNAs o estruc t uras sim ilare s 
catalizando la adició n de lo s nt CCA inde pe ndie ntem e nte del mo lde (Cho  et al., 200 2 ) . Se 
cree que esta enzim a po dría estar im plic ada en la reparac ió n del extre mo 3’ del Virus del 
mosaico del Brom o (BMV, Brome Mosaic Virus ) (Hem a  et al., 2005 ) .  E xist e n algunas 
evide nc ias que sugie re n  que este po dría ser el mecanism o que tiene lugar en  la reparac ió n 
del extrem o 3’ de 20S RNA:  
-  Un 20 - 30 % de las mo lé c ulas analizadas (tant o cade nas (+) com o ( - )) tiene n una A en su 
extremo 3’ (… CCCC( A) - O H) (Ro drígue z- Co usiño y Este ban, 199 2; Ro drígue z- Cousiño  et 
al., 199 8 )  lo que tam bié n ocurre en 23S RNA  (Est e ban, 199 3) .  
-  L a estruct ura secundaria del extre mo 3’ de am bas cade nas se pare ce mucho  al top half 
domain del tRNA  ( tRNA like sequence , TLS). Estas estruc t ura s aum e nt an la estabilidad 
del RNA y fav o rec e n el inicio de la sínt e sis de la cadena ( - ) entre otras funcio nes (Hem a  
et al., 200 5) . Estas estruc turas so n reco noc idas po r enzim as tale s co mo las am ino ac il 
tRNAs sint et asas (Shi  et al., 199 2; Schimm e l y Ribas de Po uplana, 199 5 ) . El n ucle ót ido  
acept or del grupo CCA no debe estar apare ado , como es el caso del extrem o 3’ de 20S 
RNA . En nuest ro caso co rre spo nde ría a la terce ra cito sina del extremo 3’, lo que po dría 
explic ar po r qué esa  base es esenc ial en la replic ac ió n de 20S RNA y no puede ser 
dele c io nada .  
Bucle T ΨC  
13 bp  
EXTREMOS 3’ DE 2OS RNA  
CADENA (+)  C ADENA ( - )  tRNATyr  
Figura  54. Comparación de las estructuras secundarias de las cadenas (+) y ( - ) de 20S RNA con el top 
half domain de un tRNA Tyr .  Los tre s RN As tien en un a estru ct u ra se cu n d a ria si mila r, lo qu e su g ier e qu e 
el  extr emo 3’ de 20S RN A pod ría ser su st ra t o de la CCA - adding enzyme de S. cerevisiae. La (A) in d ica d a 
en las estru ct u ra s d e 20 S RN A corre sp o n d e a la ad en in a añ a d id a post ra n scrip cio n a lm en t e en co n t ra d a 
en alred ed o r de un 20 % de la pob la ció n . El Top Half Domai n del tRN A Tyr  eu ca rió t ic o pro ced e de 
(Sp rin z l  et al. , 1989) . Y, R y N corresp o n d en a pirimid in a , pu rin a y cua lq u ier base resp e ct iv a men t e.  
Brazo aceptor 8 bp 
12 bp 
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D urant e el ciclo de vida de un virus se requie re n tant o fact o re s virale s como del 
ho spe dado r. E n lo s virus ss - (+ ) RNA hay pro t e ínas del ho spe dado r part ic ipando en la 
replic ac ió n del genom a viral y su traduc c ió n  (chape ro nas, helic asas de RNA, fact o res de 
decapping… ) . El pape l y funció n de cada facto r es dife re nt e depe ndie ndo del virus, pero en 
to dos l o s caso s el objet ivo del virus es su  supe rv ive nc ia. Aunque to dav ía quedan muchos 
dato s po r esclarec e r en la replic ac ió n y traduc c ió n de 20S RNA, supo nem o s  que tiene que 
habe r una coo pe rac ió n invo lunt aria de S. cerevisiae  que perm it a  la pro pagac ió n del viru s.  
Po r otra parte , tenie ndo en cuent a que 20S RNA se lo caliza en el cito plasm a y su 
geno ma no está encapsidado en virio ne s, po dría ser sensible a la degradac ió n por 
exo nuc le asas celulare s.  Una de las estrate gias de supe rv ive nc ia viral po dría co nsist ir en 
evadir las nucle asas implic adas en lo s mecanism os de vigilanc ia celular.  Lo s virus 
pert e ne c ie nt e s al otro géne ro  de la fam ilia Narnaviridae , lo s mito v irus, se lo calizan en las 
mito co ndrias de su hospedado r. Esta difere nc ia im plic a que su genom a se ha teni do que 
adapt ar a otro ento rno , utilizando e l  có digo gené t ico mito co ndrial para traduc ir su RdRp 
(Co le  et al., 2000 ) . Asím ism o, puede  habe r desarro llado estrat e gias para pro tege rse d e las 
nucle asas mito co ndriale s co mo Pet1 27  (Feket e et al., 200 8 ) . Sus genom as so n rico s en A+U, a 
dife re nc ia de los narnav irus, y no hay dato s so bre la fo rmac ió n de  estruct uras secundarias 
que le puedan pro t e ge r . Tam po co se sabe  có mo llegaro n a las mito condrias de su 
ho spe dado r.  
  
 
EFECTO DE XR N1 /SKI1 EN LA GENERA CIÓN DE 20S RNA  
E n este trabajo hemo s dem ost rado que  la gene rac ió n eficie nt e de 20S RNA en S. 
cerevisiae a part ir de vect o res depe nde del gen XRN1/SKI1 . La exo nuc le asa Xrn1 p  es la 
princ ipal RNAsa cito plasm át ic a de esta lev adura, e nc argada de la degradac ió n  de los mRNAs 
en dire c c ió n 5’ 3 ’  (Larime r et al., 199 2 ) .  Nuest ro s dato s indic an que  Xrn1 p es la  enzima  
respo nsable de la elim inac ió n de lo s 47 nucle ót idos de secue nc ia no viral prese nt e en el 
extremo 5’ de lo s transc rito s gene rado s a part ir del vect o r pRE7 40 (o de  sus deriv ado s) en 
base a varias obse rv ac io ne s. 1) En prim e r lugar, a medida que dism inuy e la lo ngit ud de la 
secue nc ia no viral en 5’ aum e nt a la eficie nc ia en la gene rac ió n del virus. 2) Adem ás,  al 
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e x pre sar el gen XRN1  a part ir de un plásm ido cent rom é rico en la cepa XRN1 ∆, 20S RNA se 
gene ra co n la mism a eficie nc ia que en la cepa sile stre . 3) Po r último , si en el expe r im e nto 
ante rio r se mo dific an  do s am ino ác ido s nece sario s  para la activ idad exo nuc le asa ( D2 06 A, 
D20 8 A ) , el virus de nuevo tiene mucho s  pro blemas para gene rarse , lo que indic a que 
realme nt e es esta activ idad la respo nsable de elim inar la secue nc ia de 47 nt pro ce de nt e del 
vect o r.  Esto además sugie re que la secue nc ia no viral en 5’ pro ce de nt e del vecto r debe ser 
elim inada para gene rar el virus, ya que el transc rito a pesar de te ne r la secue nc ia com ple ta 
de 20 S RNA no sirve de mo lde . To do esto indic a que en el extremo 5’ del geno m a viral 
exist e n señale s en cis  impo rt ante s en replic ac ió n, po r lo que  las  cuat ro guaninas en dicho  
extremo  no puede n funcionar co mo pro m ot o re s cuando se encue nt ran inte rnam e nte en la 
mo lé c ula.  
A pesar de la baja eficie nc ia co n la que 20S RNA se gene ra en una cepa XRN1 ∆, 
finalm e nte se co nsigue n cepas  XRN1 ∆ con el virus gene rado a part ir de vecto re s .  En este 
caso ,  p ro bablem e nte  la elim inac ió n de secue nc ia no viral  en el extremo 5’  se deba a  la 
activ idad cito plasmát ic a residual de la exo nuc le asa 5’ 3 ’ nucle ar, Rat1 p (Jo hnso n, 199 7) . En 
las mito co ndrias de S. cerevisiae  exist e otra exo nuc le asa 5’ 3’  Pet1 27 p, respo nsable del 
pro ce sam ie nt o del mRNA ( mitochondrial RNA) , pero no se ha visto que pueda sust it uir 
funcio nalme nt e a Xrn1 p (Feke te et al., 200 8 ) .  
 
 Com o Xrn1 p actúa so bre RNAs co n extrem o 5’ mo no fo sfato originado s despué s de 
habe r perdido el grupo cap durant e el decapping de lo s mensaje ro s, es ló gico  pensar que 
fact o re s que part ic ipan en este paso prev io tengan tam bié n efect o so bre la gene rac ió n  de 
20S RNA. Para co m pro bar si hay otro s fact o re s de S. cerevisiae que puedan afect ar a la 
gene rac ió n de 20S RNA, se ha gene rado el virus en mutant e s relac io nado s co n decapping de 
mRNAs. Se ha co m pro bado  que  la ause nc ia de alguno de lo s fact ore s del comple jo Lsm1 p -
7 p/P at1 p (Lsm1 p, Lsm6 p, Lsm7 p y Pat1 p ) no afect a  a la gene rac ió n del virus, así como el 
po te nc iado r de decapping Edc1 p. Só lo se ha enco ntrado   que en el mutant e  D HH1 ∆ , que 
co dific a una helic asa de RNA , no se puede gene rar 20S RNA , inde pe ndie nt em e nte de la 
secue nc ia no viral en el extremo 5’, pero no tiene pro blem as en mant e ne rlo cuando se 
intro d uc e en la célula po r cito duc ió n. Esto indic a que  D HH1  no se requie re p ara la replic ac ió n 
de 20S RNA pero  pro bablem e nte sea  nece sario para pro ce sar el transc rit o primario a part ir 
del vecto r  (Est e ban  et al., 2008 ) .  
 
 
Discusión          111 
 
EFECTO ANTIVIRAL DE LOS GENES SKI  
L o s gene s SKI se describie ro n inic ialm e nte com o gene s cuy as mutac io ne s pro duc ían 
un incre m e nto de la cant idad de to xina  killer en S. cerevisiae, lo que hacía que estas cepas 
fueran superkiller frente a otras killer ( Ridley  et al., 1984 ) . En  la cepa XRN1 ∆/SKI1∆, el 
núm e ro de co pias de  alguno s virus killer  aum e nt a espe c t ac ularm e nte , como es el caso del 
virus L - A (in crem e nto de 5 - 1 0 veces respe ct o a la cepa silv e st re )  (Est e ban  et al., 2008 ) . En 
otro s sist em as de virus hete ró lo go s co mo el  TBSV ( Tomato bushy stunt virus ) ,  al expre sar su 
geno ma  en una cepa XRN1 ∆ de  S. cerevisiae e l  núm e ro de co pias de su geno ma  aum e nt a 10 -
5 0 vece s  (Serv ie ne et al., 2006 ) . Esto s dato s sugie re n que el gen XRN1/SKI1 es el respo nsable 
del co nt r o l del núm e ro de co pias  de alguno s virus , es decir, ejerc e un efect o antiv iral. 
N uest ro s dato s muest ran que l a so bre ex pre sió n de la exo nuc le asa Xrn1 p / Sk i1 p  da lugar a la 
elim inac ió n del virus L - A  en la célula co n una alta frecu e nc ia, algo que no ocurre si el do m inio 
exo nuc le asa está mo dific ado .  El núm e ro de co pias del virus 20S RNA , sin em bargo , no se ve 
afect ado  po r Xrn1 p . Sin em bargo , cuan do está so bre e x presada dism inuye lige rame nt e la 
cant idad de 20S RNA, aunque no co nsigue elim inar el virus .  
 
El genom a  de L - A es bicate nario y está encapsidado en virio nes, pero cree mos que 
lo s  interme diario s  de replicac ió n, lo s transc rito s de polaridad po sit iva que sale n al cito plasma 
para traduc irse y encapsidarse en nuev os virio ne s, puede n ser degradado s  en el cito plas ma 
de S. cerevisiae en dire cc ió n 5’ 3 ’ po r Xrn1 p .  Estas mo lé c ulas, así com o el geno m a de 20S 
RNA po drían ser diana de la exo nuc le asa, aunque co mo he mencio nado anterio rme nt e el 
mant e nim ie nto de 20S RNA no se ve afect ado , só lo su gene rac ió n .  La razó n po r la que 20S 
RNA es resist e nt e a la acció n de  la exo nuc le asa, incluso  cuando está so bre e x pe sada en la 
célula, pare c e que reside en la estruc t ura secundaria de su extrem o 5’ (Fig. 36).  La secue nc ia 
del genom a de 20S RNA co m ie nza co n cuat ro guaninas. Este nucle ó t ido es muy resist e nte a 
la exo nuc le asa Xrn1 p  (Deck e r y Parke r, 199 3; Stev e ns, 2001 ) . Adem ás,  el extre mo se 
encue nt ra fo rm ando part e de una fuert e estruc t ura secundaria en fo rm a de ho rquilla. La 
com binac ió n de esto s do s elem e nto s, co nfie re n al geno m a de 20S RNA una gran pro t ec c ió n 
frent e a la dige st ió n exo nuc le o lít ic a de Xrn1 p .  
De igual mane ra, la sensibilidad del virus L - A a la activ idad de Xrn1 p puede ser 
co nse c ue nc ia de su  secue nc ia prim aria y de la ause nc ia de u na estruc t ura secundaria fuert e 
sim ilar a la de 20S RNA en el extremo 5’  de su genoma. La  cade na (+)  com ie nza co n una zo na 
muy rica en A+U (m ás sensible a exo nuc le asas)  que unido a la ause nc ia de una estruct ura 
secundaria, hace L - A sea  más susce pt ible a la  acción de Xrn1 p.  Expe rime nto s en nuest ro 
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labo rato rio co n Xrn1 p purific ada, co nfirm an que, de h e cho , la cade na (+) de L - A  es sensible a 
su dige st ió n, mient ras que 20S RNA no (Fujim ura, T. , result ado s sin public ar) .  
 
Respe ct o a otros gene s SKI , se ha  vist o cómo el núm e ro de co pias de 20S RNA  
aum e nt a en ause nc ia de los gene s  del com ple jo SKI  ( SKI2, SKI3  o SKI8 ) ,  SKI7  (Fig. 37) u otros 
com po ne nt e s del exo so ma como  SKI4  (Matsumo to et al., 1990 ; Este ban R., dato s sin 
public ar) . Esto s gene s , adem ás de estar im plic ado s en la degradac ió n de mRNAs en dire c c ión 
3’ 5 ’  po r el exo so ma , se ha descrit o  que suprime n  la expre sió n de RNAs que care c e n de co la 
de po li( A) , algo com ún en RNAs virale s  (Widne r y Wickne r, 199 3; Masiso n  et al., 199 5; 
Searfo ss y Wickne r, 2000 ) .  En la actualidad, no sabemo s cóm o s u ause nc ia  afecta al   núm ero 
de co pias del genom a de 20S RNA, pero dato s en nuest ro  labo rato rio co n 23S RNA sugie re n 
que la degradac ió n princ ipal del RNA viral ocurre en sent ido 3’ 5 ’ (R am íre z - Garrast ac ho, M., 
dato s sin public ar) .  
 
 
 
 
33 ..  LOO S CC OO MPP LEJJ OO S RII BOO NUU CC LEOO PP ROO TT EII CC OO S p99 1// 20S RNA EN 
REPP OO SOO  NOO  NECC ESII TT AN FF ACC TT OO RES DEL HOO SPP EDADOO R  
 
Los com ple jo s p91 /2 0 S RNA so n  clav e para ente nde r la replic ac ió n del virus 20S RNA 
en S. cerevisiae . Co nside ram o s entidad viral al com ple jo ribo nuc leo pro t e ic o fo rm ado po r la 
RdRp p91 y el genom a viral, 20S RNA. Po r ello estamo s  inte resado s en carac t e rizarlo s mejo r . 
Lo s trabajo s prev io s realizado s en nuest ro  labo rat o rio no s han perm it ido co no cer algunas de 
sus pro pie dade s , desde su dete c c ió n y espe c ific idad de la unió n (Garc ía- Cué llar et al., 1995 ) , 
hast a dete rm inar qué  zo nas del RNA so n a las que se une p91 (Fujim ura y Este ban, 200 7 ) . 
Tam bié n sabem os que todo el 20S RNA prese nte en la célula se encue ntra fo rm ando 
com ple jo s y la este quio me t ria del RNA y la pro t e ína (So ló rzano  et al., 200 0 ) . To das esta s 
carac t e rí st ic as po drían estar relac io nadas co n el hecho de que el virus 20S RNA care zc a de 
cápsida o virió n que pro te ja su  geno m a  de las exonuc le asas celulare s , abundant e s en el 
cito plasm a. En este sent ido , es po sible que p91 actúe  como una pseudo c ápsida que pro t e g e 
al RNA, lo que explic aría que la unió n tenga lugar princ ipalm e nt e en lo s do s extremo s del 
geno ma , pro t e gié ndo los. Esta prot e cc ió n del RNA en 5’ y 3’ no só lo depe nde de esta unió n, 
ya que com o hemo s visto en este trabajo , las estructuras secundarias que f o rma el genom a 
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de l virus ofre c e n una defensa fuert e  frente a lo s siste m as de degradac ió n de mRNAs en S. 
cerevisiae .  
 
En cualquie r caso , c uando no s refe rim o s a lo s co m plejo s p91/ 20 S RNA es im po rtant e 
com pre nde r el estado metabó lic o en el que se encuent ran. Si bien to das las co nside rac io ne s 
ante rio re s  están hechas sobre  lo s co m ple jo s  que deno m inamo s  “est át ic os” o “ en repo so ” , es 
evide nte que exist e n comple jo s dinám ico s, que se están rep l ic ando activ am ent e para dar 
lugar a las cade nas ( - ) a part ir de las cade nas (+) y vice ve rsa ( Fig . 5 , ciclo replicac ió n virus) .  
Est o s com ple jo s  y sus inte rme diario s de replic ac ión han sido estudiado s en detalle en 
nuest ro grupo , e incluso se ha pro pue st o un po sible mecanismo de replic ac ió n viral (Fujim ura  
et al., 2005 ; Este ban, 200 6) . Se gún esta hipó te sis  podría habe r hast a do s mo léc ulas de p91 
fo rmando parte de los com ple jo s activo s en replicació n: un a po lim e rasa unida al mo lde  y la 
que lo está replic ando . Al acabar la sínt e sis tant o el mo lde com o el pro duct o se libe ran 
unido s a una pro t e ína de nuevo en fo rm a de com ple jo s co n una este quiom e t ría 
RNA: pro te ína de 1:1 .  
 
Durant e lo s  mo me nto s en lo s que lo s com ple jo s so n activo s  en rep lic ac ió n, así co mo 
durant e  la traduc c ió n de p91 , es nece sario que part icipe n  facto re s de S. cerevisiae . Dado que 
estos co m ple jos dinám ico s so n muy difíc ile s de analizar, decidimo s averiguar qué ocurre en 
lo s com ple jo s en repo so . De ello s sabemo s la este quio me t ría del RNA y la polim e rasa del 
com ple jo , pero no si existe alguna pro t e ína del ho spe dado r nece saria para su fo rm ac ió n o 
estabilizac ió n.  
Para respo nde r a esta pregunt a, en este trabajo se han seguimo s tres apro x im ac io ne s 
expe rim e nt ale s:  
 
1.  Int e nt o de pur ific ac ió n de lo s com ple jo s p91/ 20 S RNA  
2.  Carac t e rizac ió n de las po sible s pro te ínas unidas al co m plejo utilizando  
antic ue rpo s anti - p91 
3 .  An álisis de pro t e ínas unidas a com ple jo s fo rm ado s con p91 fusio nada a la GFP y 
20S RNA. En este caso lo s antic ue rpo s utilizado s fueron  anti - GFP  
 
Para purific ar los co m plejo s p91 /2 0 S RNA utilizamo s un a meto do lo gía clásica de 
purific ac ió n de pro t e ínas basad a  en el  co efic ie nte de sedim e nt ac ió n  de lo s mismo s: 
cent rifugac io ne s dife re nc iale s seguidas de gradient e s de glice ro l. Inclus o inte nt amo s  
enrique c e r post e rio rm e nte las fracc io ne s del gradie nte que co nte nían lo s com ple jo s en gele s 
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de a g aro sa nativo s (no se mo st r ó  el result ado po r pro blem as de degradac ió n del RNA de la 
muest ra) . De esta fo rma, a pesar de enrique c e r lo s com ple jo s p 91/ 20 S RNA de l a muest ra 
alre de do r de 30 0 vece s, siem pre ha bía  un núm e ro variable de pro t e ínas  de S. cerevisiae 
cosedim e nt ando co n los ello s . Estas prot e ínas, sin embargo , pare c e n ser  inespe c ífic as, ya que 
se encue nt ran  en las mismas fracc io ne s del gradie n t e en una cepa iso gé nic a sin el virus. Una 
de las más abundant e s es la chape ro na Hsp2 6 p, que fo rma agre gado s de apro x im adam e nte 
600 kD a. Aunque esta pro te ína co se dim e nt a  co n 20S RNA, sin em bargo no está relac io nada 
co n e l  virus  (Widne r  et al., 199 1 ) .  
Para tratar de elim inar la mayo r parte de pro te ínas inespe c ífic as de la fracc ió n e 
inte n t ar carac t e rizar las po sible s pro t e ínas unidas a lo s com ple jos, los inm unopre c ipit amos  
co n antic ue rpos anti - p9 1  y a nalizam o s las pro te ínas prese nt e s mediant e tinció n co n plat a. 
Esta técnic a no s dio d ato s po co fiable s debido a la p rese nc ia de IgG en las mue st ras .  Po r ello 
se realizó un marcaje in vivo  con 35 S y se analizaro n las pro t e ínas que acom pañan a p91 en el 
inm uno pre c ipitado . Co n esta técnica, mucho más reso lut iv a, com pro bamo s que las po cas 
pro t e ínas  que apare cen co inm uno pre c ipit ando co n p91 y 20S RN A tam bié n so n 
inespe c ífic as, ya que aparec e n en la cepa  co nt ro l que no tiene  20S RNA.  
Obtuv im o s un result ado sim ilar  utilizand o  antic ue rpos anti - GFP , apro ve c hando que in 
vivo tam bié n se puede n fo rmar com ple jo s entre el RNA y la pro t e ína de fusió n p91 - GFP 
e xpre sada a part ir de vecto re s. La meto do lo gía es dife re nt e y a pesar de que el result ado 
obte nido fue  meno s lim pio que en el caso ante rio r, las pro t e ínas que acompañan a lo s 
com ple jo s parec e n ser de nuev o inespec ífic as.  
 
T o dos  lo s dato s sug e r ían que en la fo rm ac ió n de comple jo s en repo so só lo part ic ipan 
p91 y 20S RNA, sin nece sidad de otras pro te ínas de S. cerevisiae . Po r lo tanto ,  cabría espe rar 
que tam bié n se pudie ran fo rmar co m ple jos en un organism o hete ró lo go en el que se expre se 
el RNA y la pro t e ína.  S i se fo rman en otro sist em a, es que realm e nt e no inte rv ie ne n  pro t e ínas 
de S. cerevisiae para su fo rm ac ió n.  
 
EXPRESIÓN DE 20S RNA EN UN SISTEMA HETERÓLOGO : E . coli  
E l uso de organism os hete ró lo go s para la expresió n de virus es algo habit ual com o lo 
dem ue st r an lo s trabajo s de P. Ahlquist en lo s que estudia  la replic ac ió n del virus del mo saic o 
del bro mo (BM V, Brome Mosaic Virus )  en S. cerevisiae (Janda y Ahlquist , 199 3; No ue iry y 
Ahlquist , 2003 )  o lo s de P. Nagy co n el virus  ram ificado del tom ate  enano  ( Tomato Bushy 
Stunt Virus ) (P anavas y Nagy , 200 3; Po gany y Nagy, 2008 ) .  La expre sió n de part e de lo s 
Discusión          115 
 
c om po ne nt e s  virale s en S. cerevisiae ha  perm it ido estable c e r un mo de lo de replic ac ió n para 
est os  virus e ident ific ar alguno s facto res de la lev adura nece sario s  en su  replic ac ió n.   
 
La fo rm ac ió n de com ple jo s p91/ 20 S RNA en E. coli  requie re la co rre ct a expre sión de 
20S RNA y p91 a part ir de plásm ido s; para la traduc c ió n de p91 la secue ncia de Shine -
D algarno en la part e 5’ de transcrit o es esenc ial. Obse rv amo s que tanto el RNA como la 
pro t e ína co se dime nt aban  en gradie nt e s de glice ro l de igual mane ral que lo hace n lo s de  
S.cerevisiae . Este dato sugie re que am bas mo léc ulas están aso ciadas en E. coli , lo que 
co nfirm amo s inm uno prec ipit ando lo s com ple jo s co n anti - p9 1 . A pesar de que la cant idad de 
20S RNA expre s ada en E. coli  a part ir de la T7 RNA po lim e rasa es muy supe rio r a la que existe 
no rm alme nt e en S. cerevisiae , la cant idad de co m plejo s  fo rm ados co n p91 es muy infe rio r  
(só lo un 4% del 20S RNA expre sado en E. coli  está fo rm ando com ple jo s) debido a que só lo un 
bajo po rce ntaje de p91 pare c e traduc irse en nuest ras co ndic io nes expe rim ent ale s. Po r lo 
tant o , la po ca cant idad de pro t e ína expre sada lim it a el núm e ro de co m plejo s que se puede n 
fo rmar. No sabem o s si la escasa cant idad de po lim e rasa se debe a un pro blem a en la 
traduc c ió n del RNA o a que las pro t e ínas expre sadas tiene n pro blem as en su plegam ie nto , lo 
que im plic aría que no se unie ran co rre c t ame nt e al RNA. En cualquie r caso , esto s  com ple jo s 
fo rmado s en E.  coli son espe c ífic os, ya que mutac io nes en la po lim e rasa y el RNA afect an a su 
fo rmac ió n de igual mane ra que en S. cerevisiae .   
 
Ya que p91 es una RdRp y 20S RNA su mo lde , ¿S e replic an lo s com ple jo s en E. coli ? 
¿Po dría llegar a gene rarse el virus a part ir de vect o res de fo rma sim ilar a lo que ocurre en S. 
cerevisiae? Lo s dato s expe rime nt ale s prese nt ado s en este trabajo indic an que no es así ,  
debido a tres obse rv ac io nes:  
 
1.  Al elim inar el plásm ido de las células de E. coli no hay 20S RNA ni p91 .  
2.  No pare ce n exist ir las cadenas ( - ), inte rme diario s en la replic ac ió n de 20S RNA .  
3 .  Co nsiste nt e co n el dato ante rio r, com ple jo s enrique c ido s pro ce de nt e s de E. coli  
no so n activ os en replic ació n in vitro , en co ndic io ne s en las que sí lo so n los 
pro ce de nt e s de S. cerevisiae . Esto indic a ría que aunque la pro te ína (p91 ) y el RNA 
(20 S RNA) puede n aso ciarse en E. coli  para fo rm ar com ple jo s estable s y 
espe c ífico s, la replic ac ió n requie re fact o re s pro pio s de la l ev adura .  
 
Com o co nclusió n, t o do s lo s dato s obte nido s indic an que no son necesarias proteínas 
de S. cerevisiae para la formación de los complejos en reposo. Es to pare c e  ló gico , ya que el 
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v irus en este estado se com po rt a co mo una fo rm a de resiste nc ia. Esto s com plejo s se fo rm an 
despué s de que la célula hay a sido so me t ida a co ndic io ne s de estré s, po r lo que el gran 
aum e nto de virus en estas circunst anc ias te ndría  com o objet ivo asegurar su pro pagac ió n  en 
las células que so bre v iv an. En situac io ne s en las que peli gra la supe rv ive nc ia de un 
organismo , hay que aho rrar energía y reduc ir el metabo lism o to do lo po sible . Po r ello , 20S 
RNA en estas co ndic io ne s no nece sit a ningún tipo de facto r para so bre v iv ir en su 
ho spe dado r.  
 
Respe ct o a lo s facto re s nece sario s durant e la replic ac ió n activ a de 20S RNA, ¿Sería 
po sible estudiar lo s  en S. cerevisiae? Ya que  se trat a de algo dinám ic o , se po drían utilizar 
mutant es de la lev adura que no puede n mant e ner 20S RNA, o en su defe ct o , que tengan su 
cant idad muy dism inuida. Pero en este  caso surge n pro blem as , debido a que n o hay fenot ipo 
aso ciado a la prese nc ia de 20S RNA que perm it a estudio s sistem át ico s en cole c c io ne s de 
mutant es (Ej. EUROFAM ) . Sí se puede n estudiar grupos espec ífic os de gene s que se so spe c he 
que puedan afect ar al metabo lismo del RNA, co mo po r ejem plo lo s genes SKI , que aunque no 
influy an dire c t am e nt e so bre la replic ac ió n de 20S RNA, el efecto so bre el núm ero de co pias 
del virus puede ser indic at iv o  de su im plic ac ió n en la estabilidad o persist e nc ia.  
De mo do alte rnat ivo , p o dríamo s ver si la prese nc ia del virus, que es persiste nt e , 
puede mo dific ar o alte rar la expre sió n de dete rm inado s gene s del hospe dado r. El aume nto 
en la expre sió n de uno o vario s gene s indic aría que se requie re n eso s fact o re s, mient ras que 
co n la dism i nuc ió n se espe raría el pape l co nt rario . Dato s prelim inare s co n arrays  de DNA  
indic an que só lo hay un peque ño núme ro de gene s cuy o patró n de expre sió n est á  alte rado 
po r la prese nc ia de 20S RNA. En nuest ro grupo se está llev ando el estudio detallado de 
algun o de ello s co n la espe ranza de obte ne r inform ac ió n acerc a de la inte rre lac ió n que 
puede habe r entre la replicac ió n del virus y el metabo lismo del ho spe dado r.  
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“ Es de importancia para quien desee alcanzar una certeza en 
su investigación, saber dudar a tiempo ”  
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Las co nclusio ne s del  trabajo expe rim e nt al descrito en esta memo ria so n:  
 
1.  Es posible generar el narnavirus 20S RNA en S. cerevisiae a partir de su cDNA clonado en 
vectores de expresión . El virus gene rado es estable y  se com po rt a  igual que el endó ge no .  
20S RNA se puede gene rar tant o a part ir de la cade n a genó m ic a com o de la antige nóm ic a. 
En este segundo caso se requie re un segundo vector que expre se en trans  la po lime rasa 
p91 .  
 
2.  Mediante genética reversa hemos detectado  la existencia de señales en cis importantes en 
replicación en los extremos 3’ de ambas cadenas . En los dos casos, esta señal está 
compuesta por las cuatro últimas citosinas y la estructura secundaria en horquilla 
adyacente a las mismas.  En esta estruc t ura  es im po rt ante la lo ngit ud del brazo , no así su 
secue nc ia prim aria ni la secue nc ia del bucle . Respe cto a las cuat ro citosinas, la terce ra y la 
cuart a (desde el extre mo 3’) so n nece sarias para la gene rac ió n del virus, no así la prim e ra y 
segunda que sin em b argo , se recupe ran en lo s virus gene rado s en ro ndas subsiguie nt e s de 
replic ac ió n.  
 
3 .  Existe in vivo  un sistema de reparación muy eficiente para las dos últimas bases de los  
extremo s 3’  de 20S RNA, que siempre tienen que ser citosinas. Act ualme nt e no co noc em o s 
cóm o tiene lugar la reparació n de am bas cade nas .  
 
4.  Las señales en cis importantes en la replicación de 20S RNA son además señales para la 
formación de complejos ribonucleoproteicos con p91, resaltando la importancia de la 
formación de los mismos en el ciclo de replicación del virus. Mo dific ac io ne s que afect an a 
la unió n del RNA co n p91 no perm ite n gene rar 20S RNA  a part ir de vecto res.  
 
5.  En la generación de 20S RNA, la exonucleasa Xrn1p e s la responsable de eliminar la 
secuencia no viral en 5’ presente en los transcritos primarios expresados a partir de l 
vector.  X rn1 p, sin em bargo no afecta al núm e ro de co pias de 20S RNA una vez gene rado . El 
inicio de su secue nc ia co n cuat ro guaninas y una fuert e estruct ura secundaria en 5’ po dría 
pro t e ge r su genom a co nt ra l a degradac ió n po r esta exo nuc le asa.  
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6.  Algunos genes relacionados con la actividad del exosoma como  SKI2 , SKI3 , SKI7  y SKI8  
tienen cierto efecto antiviral en S. cerevisiae, ya que en su ausencia la cantidad de 20S 
RNA aumenta de 2 a 5 veces .  
 
7.  La formación de los complejos ribonucleoproteicos p91/20S RNA  en reposo no requiere 
proteínas de S.  cerevisiae. Hemo s dete c t ado  su fo rm ac ió n en un organism o hete ró logo 
com o E. coli  cuando 20S RNA y su po lime rasa se expresan a part ir de plásm idos. Lo s 
com ple jo s fo rmado s e n E. coli  sin em bargo , no so n activ o s en replic ac ió n .  
ANEXOS  
 
I. TABLAS  
II. PUBLICACIONES  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“ ¡ Nos ladran Sancho! Señal de que avanzamos ”  
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TABLA 1: Estirpes empleadas en este trabajo  
Nombre Características  Origen  
Saccharomyces cerevisiae 
2928  a  ura3 his3 ∆1  trp1. 20 S RN A, 23S RN A- o , L - A - o , L - BC  Esteb a n  (2003 )  
2928 - 4  a  ura3 his3 ∆1  trp1. 20 S RNA - o , 23S RN A - o , L - A - o , L - B C  Esteb a n (2005 )  
2928- 5  a  ura3 his3 ∆1  trp1. 20 S RNA- o , 23S RN A, L - A - o , L - BC  Esteb a n (2003 )  
1101 α  kar1- 1 his4 (KIL - K 1 ). 20S R NA, 23S RN A- o , L - A, L - BC  Wick n er , R. B. ‡  
BY4741  a  his3 ∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0. 20S RN A - o , 23S RN A - o , L - A , L - B C  Revu elt a , J. L   
X R N1 ∆ a  his3 ∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 XRN1∆::kanMX4. 20S RN A- o , 23S RN A - o , 
L - A , L - B C  
Revu elt a , J. L   
880  1101 x 851 ρ o . a/ α his4/H I S4 his3 ∆1 /H I S 3 leu2∆0/L E U2 met15∆/ ME T1 5  
ura3 ∆0/U RA3 X RN 1:: kanMX4 / XRN1. 20S RN A, 2 3S RN A- o , L - A, L - B C +  
Este tra b a j o  
882  a his3 ∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0, XRN1::KanMX4. C it o d u cid o XRN1∆ con 
20S RN A. 20 S RN A, 23S RN A - o , L - A , L - BC  
Este tra b a j o  
868  α ura3 ∆0  XRN1. Esp o ra 2 A  ( 1 101 x 851) . 20S RN A, 23 S RN A - o , L - A, L - B C  Este tra b a j o  
869  a  URA3 XRN1. Esp o ra 2 B (110 1 x 851). 20 S RNA, 23S RN A - o , L - A, L - B C  Este tra b a j o  
870  a ura3 ∆0 XRN1. Esp o ra 2C ( 11 01 x 851).  2 0S RNA +, 23S RN A - o , L - A, L - B C  Este tra b a j o  
871  α URA3 XRN1:: kanMX4. E sp o ra 2D (1101 x 8 51).  20S RN A,  23S R NA - o , L - A , L -
B C  
Este tra b a j o  
SKI2 ∆ BY47 41 co n  SKI2∆::KanMX4.   Re vu elt a , J. L.  
SKI3 ∆ BY47 41  co n  SKI 3 ∆::KanMX4.   Revu elt a , J. L.  
SKI7 ∆ BY47 41  co n  SKI7∆::KanMX4.   Revu elt a , J. L.  
SKI8 ∆ BY47 41 con  SKI8∆::KanMX4.   Revu elt a , J. L.  
896  BY47 41 con  SKI2∆::KanMX4.  20S RN A ¥  Este tra b a j o  
897  BY47 41 con  SKI3∆::KanMX4.  20S RN A ¥  Este tra b a j o  
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898  BY47 41co n  SKI8∆::KanMX4.  20S RNA ¥  Este tra b a j o  
913  BY47 41 con  SKI2∆::KanMX4.  L - A - o  Este tra b a j o  
923  BY47 41  SKI7∆::KanMX4.  20S RN A ¥  Este tra b a j o  
924  BY47 41 con  SKI2∆::KanMX4.  20S RN A+ L - A - o  Este tra b a j o  
HSP26 ∆ BY47 41 co n  HSP26∆::KanMX4. Revu elt a , J. L.  
Escherichia coli   
DH5 α F -  en d A1 gln V44 th i - 1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80∆lacZΔM15 
Δ(lacZYA- argF ) U169, hsd R 17( r K
-  m K
+ ), λ–  
Mes el so n (1968 )  
C J236  F’ , dut 1, ung 1, thi - 1, relA1/ pCJ105 (F' cam r )  Joy ce  (1 984)  
BL21 (DE3)  F -  omp T gal dcm lon hsd S B (r B
-  m B
- ) λ (DE 3) pLy sS (cm R )  Stu d i er  (1986 )  
‡   Dr. R. B. Wic kner, Nacional Institutes of Health, Bethesda, MD (USA) . 
  Dr. J. L. Revuelta . De pa rta m en t o de Mic ro bio lo gía y Gen étic a . U nivers ida d de Sa lam a nc a .  
Functional Analysis of Yeast Genes Discovered by Systematic DNA Sequencing:  
( E UR O FAN 1). CE . BIO 4 - CT 95 - 0080/ CI CY T BIO 96- 1760- C04- 04- CE . 1996- 1998.  
(EUR O FAN 2). CE . BIO 4 - CT 97 - 2294/ CI CY T BIO 98- 1515- CE . 1997- 2000.  
¥   El virus 20S R NA fu e ge nera do en esta s cepas a partir de un v ec t o r de ex pres ió n.  
  E stas cepas f uero n crea da s me dia nte la elimi na c ió n del v irus L - A po r crec im iento a alta temp era t ura .  
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TABLA  2: Oligonucleótidos empleados en las mutagénesis dirigidas in vitro  
Nombre Secuencia Características  
Mutagénesis dirigida  in vitro  
LV1 GCC GA TT T GG GG G C G TG GC CT CAG G Camb io G5C en 2 0S RN A con la rib o z ima 
mod ifica d a .  
LV2 ATG CC GA TT TG G T G CC GT GG C CTC A  Camb io C3A en 20S RN A con la rib o z ima 
mod ifica d a .  
LV3  CAT GC CG AT TT G T G GC CG TG G CCT C  Camb io C2A en 20S RN A con la rib o z ima 
mod ifica d a .  
LV4  CCA TG CC GA TT T T G GG CC GT G GCC T  Camb io C1A en 20S RN A con la rib o z ima 
mod ifica d a .  
LV9  CAT GG GA TCA G CCC C AA GT AG ATAA T TAC T  Elimin a 28 nts qu e hay en tre el extremo 5 ´ de 
20S RN A y el in icio de la tra n scrip ció n del 
pro mo t o r PGK1 (d eja 19 nt).  
LV10 CAT GG GA TCA G CCC C T TA CT TC CT TGA T GA  Elimin a 38 nts qu e hay en tre el extremo 5 ´ de 
20S RN A y el in icio de la tra n scrip ció n del 
pro mo t o r PGK1 (d eja 9 nt).  
LV11 CAT GG GA TCA G CCC C T T GAT G ATC TG TA AA  Elimin a los 47 nts qu e hay de la n t e del extre mo 
5 ´ de 2 0S RN A hast a e l in icio de la tra n scrip c ió n 
de PGK1.  
LV16  CGA CC CG GG GC CG C G G T C TCA GG GG A  Camb io A8 G sob re pRE 79 7 (G 11A).  
LV18  CCT CA GG GG AAA G C CGA GA CC ACG G  Camb io G2 3C de 2 0S RN A.  
LV19  GG GG AAAC CC G A CAC CAC GG T GGA T  Camb io C2 8G de 2 0S RN A.  
LV20 GCC GA CC CG GG G A C T GA TCC C ATG AA  Camb io G5 U + G en la cad en a ( - ) de 20 S RN A.  
LV21 GAC CC GG GG CT G G T CC CAT GA AGG A  Camb io U8 C en  la cad en a ( - ) de 20S RN A.  
LV22 ACC CG GG GC TG A A C CCA T GAA GGA AA  Camb io A9 U en la cad en a ( - ) d e 20S RN A.  
LV23  ACC CG GG GC TG A C CCA TG AAG GAA  Camb io A9 G en la cad en a ( - ) de 20S RN A.  
LV24  CCC GG G GC TGA T T C CAT GAA G GAAC  Camb io G1 0A en la cad en a ( - ) de 20S RN A.  
LV25  CCC GG G GC TGA T A G C AT GAA G GAAC C  Camb io G10 U+ G11 C en la c ad en a ( - ) de 20S 
RN A.  
LV32  CCG T GG CC TCA G GG G A AA TC C GAG ACC AC GG  Camb io G2 3A  de 20S RN A.  
LV35  CCG G GG CC GT GG A C TCA GG G G AAAC CC GA C A CC A
CG G T GG AT  
Camb io C2 8G +G1 1U de 2 0S R N A.  
LV36  CCC GG G GC TGA T TG G A TGA AG GAAC CA  Camb io G10A +G 11C +G 12C en la cad en a ( - ) d e 
20S RN A.  
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LV37  GAC CC GG GG CT G C A C CCA TG A AGG AA  Camb io U8 G+ A9U en la cad en a ( - ) de 20 S RN A.  
LV41bis  GCC GA CC CG GG G G GA TC CT G T CAG GG GAA AC  Se mod ifica tod a l a secu e n cia comp ren d id a 
en tre el cod ó n Sto p de p91 y las cu a t ro C s de l 
extre mo 3’ de 20S RN A.  
LV42  CCC GG G GCC G TG G A C T CAG GG GAAA C  Camb io G1 1U en 2 0S RN A.  
LV62  GAT T GT CG CG TT T GC G AA TT CG ATC TAA TC G GC GT
G  
Camb io de la r egió n GD D de p9 1. Lo s 
amin o á cid o s nu e vo s son EF D . Se crea un sitio 
de re st ricció n Eco RI nu evo . Para mod ifi ca r 
pLOR 91.  
RE148  CCA TG CC GAC CC GG G G CC G TG G CC TC AG GG GAA A
CCC G  
In tro d u ce 6 base s casi en el extre mo 3’ de 20 S 
RN A para esta r comp l et o y bien .  
RE163  TG CCA TG CC GA CCC T GG GC CG TG GC CT CA  Camb io C1 A en 20S RN A.  
RE164  GCC AT GC CG ACC CG T GG CC GT GG CC TCA GG  Camb io C2 A en 20S RN A.  
RE165  CCA TG CC GAC CC GG T GCC G TG GCC TC AG G Camb io C3 A en 20S RN A.  
RE166  CAT GC CG ACC CG G G T CC GT GG CCT CA GG G  Camb io C4 A en 20S RN A.  
RE167  TG CCA TG CC GA CCC G GCC G TG GCC TC AG  Se elimin a n la s dos última s bases del e xtre mo 
3’ de 20S RN A  
RE189  GG GA TGA TC CT C TCC CC GG GC AAGC AC TT CC GCA G
T  
Se in tro d u ce un sitio Sma I en la secu en cia de 
20S RN A, alred ed o r de la bas e 1400.  
RE193  GAT GC CA TG CC GAC CC C G GG G CCG T GG CC TCA G  Añ a d e un a gu a n in a desp u és de la secu en cia de 
20S RN A.  
RE194  GAT GC C A TG CC GAC CC G G G GG CCG T GG CC TCA G  Añ a d e un a cito sin a desp u es d e la secu en cia de 
20S RN A.  
RE195  GAT GC CA TG CC GAC CC A G GG G CCG T GG CC TCA G  Añ a d e un ura cilo desp u és de l a secu en cia de 
20S RN A  
RE196  GAT GC CA TG CC GAC CC GG G GG GG CC GT GG CC TC A
G  
Añ a d e tre s cito sin a s desp u é s de la se cu en cia d e 
20S RN A.  
RE197  GAT GC CA TG CC GAC CC CC C G G GG CC GT GG CC TC AG  Añ a d e tres gu a n in a s de sp u é s de la secu en c ia de 
20S RN A  
RE203  GAT GC CA TG CC GAC CC T G G GC TGA TC CC AT GAA  C1A en el extre mo 3’ d e la cad en a ( - ) de 20 S 
RN A.  
RE204  ATG CC AT GC CGA CC CG T G GC T GAT CC CA TGA AG  C2A en  el extre mo 3’ d e la cad en a ( - ) de 20 S 
RN A.  
RE205  TG CCA TG CC GA CCC G G T GC TG ATC CCA T GAA GG  C3A en el extre mo 3’ d e la cad en a ( - ) de 20 S 
RN A.  
RE206  GCC AT GC CG ACC CG G G T CT GA TCC CA TG AAG GA  C4A en el extre mo 3’ d e la cad en a ( - ) de 20 S 
RN A.  
RE208  AGC CAG T TG GG AAA CA G C AA G TC GCC CA TC CG GC  Mod ifica la segu n d a horq u illa del extremo 3’ de 
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20S RN A U6 3C +A64 G.  
RE209  TG GG AAAC AAT AA GT C T CCC AT CCG GC CC TC AC  Mod ifica la segu n d a horq u illa del extremo 3’ de 
20S RN A C7 0A.  
RE214  TAA GT CG CC CAT A C GG CC CT CA CGC  Mod ifica la segu n d a horq u illa del extremo  3’ de 
20S RN A G76U.  
RE215  GG TG GA TG G TG G T A G CCA GT T GG GA  Mod ifica la segu n d a horq u illa del extremo 3’ de 
20S RN A U4 6A.  
RE216  CAT CC GG CC CT CT C T CA TCAA G CCG GC  Mod ifica la segu n d a horq u illa del extremo 3’ de 
20S RN A U7 8A+ C80 A.  
RE234  GCC GA CC CG GG G G CG T GG CC T CAG G  G5C  en el extr emo 3’ de 20 S R N A .  
RE236  TGA TC CC AT GAAA GAA CC AG T AGAC  C18U en el extr emo 3’ de la cad en a ( - ) de 20S 
RN A.  
RE238  CAT GAA GG AAC C G G TAG AC TG CCG T  U24C en el extr emo 3’ de la cad en a ( - ) de 20S 
RN A.  
RE242  CCG AGA CC AC GG A G GAT G GT G GAA G  Camb io de  la treo n in a 823 a serin a en p91 .  
RE246  CCC GA GAC CAC G C T GGA T GG T GGA A  C35G  en el extr emo 3’ de 2 0S RN A .  
RE252  ATG CC AT GC CGA T TT GG G GCC GT GG CC  Mod ifica el sitio de cort e d e la rib o z ima en la 
cad en a (+) de 20 S RN A ( GG G  AAA) .  
RE256  ATG CC AT GC CGA T TT GG G T CC G TG GC CT CAG  C 4 A  en 20 S RN A con la rib o z ima mod ifi ca d a Para 
hacer estu d io s de un ió n 3´ - p 9 1 .  
Secuenciación 
RE79  TAC TC G TT TT AG GAC T GG  P ar a secu en cia r el extre mo 3’ de 20S RN A . An illa 
en el ve ct o r a 17 0 nt del ext remo d el cDN A. Se 
utiliz ó ru tin a ria men t e par a comp ro b a r lo s 
camb io s in tro d i cid o s en el extre mo med ia n t e 
mu ta cio n es in vitro .  
TW 1 GAG AAC TC CT TC GC AGA A  An illa con la zon a an te rio r de l extre mo 5’ de 20S 
RN A.  
Universal  GT TG TAA AAC GA CG GC CAG T  An illa a 20 nt del pro mo t o r de la T7 RN A 
polimera sa .  
Reverso CACA GG AAA CAG CT AT GAC C  An illa a  20 nt del pro mo t o r de la T3 RN A 
polimera sa .  
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TABLA  3 : Plásmidos utilizados en este trabajo 
Nombre Características  
Saccharomyces cerevisiae 
pRE740  Gen era el viru s 20S RN A . Mar ca d o r TRP1 .  
pRE757  (p RE 740/RE 16 3). C1 A en el ex tremo 3’ de la cad en a (+ )  de 2 0S RN A (… GC CCA - O H ) .  
pRE758  (p RE 740/RE 16 4). C2 A en el ex tremo 3’ de la cad en a (+ )  de 2 0S RN A (… GC CAC - O H ) .  
pRE759  (p RE 740/RE 16 7). Se elim in a n las dos última s base s en el ext remo 3’ de la cad en a (+)  de 2 0S RN A 
(…G CC __ - O H ) .  
pRE760  (p RE 740/RE 16 5). C3 A e n el ex tremo 3’ de la cad en a (+ )  de 2 0S RN A (… GC ACC - O H ) .  
pRE762  Se in tro d u ce 20S RN A en sen t i d o op u est o . Marca d o r URA3 
pRE763  Su b clo n a ció n de 2 0S RN A en sen t id o corr ect o en un plá smi d o qu e ten ía 23S RN A. Gen er a el viru s 
20S RN A. Marca d o r URA3.  
pRE786  (p RE 740/RE 16 6). Se elim in a la última base en el extre mo 3’ de la cad en a (+) de 20S RN A 
(…G CC C_ - O H ) .  
pRE787  (p RE 740/RE 16 6). C4 A en el ex tremo 3’ de la cad en a (+ )  de 2 0S RN A (… GC ACC - O H ) .  
pRE793  (p RE 740/RE 19 7). Se añ a d en tr es gu a n in a s al extr emo 3’ de 20S RN A. ( …G CCC CG G G - O H ) .  
pRE794  (p RE 740/RE 19 5). Se añ a d e un ura cilo al extremo 3’ de 2 0S RN A. (… GCC CC U - O H ) .  
pRE795  (p RE 740/RE 19 6). Se añ a d en tr es cito sin a s al extr emo 3’ de 2 0S RN A. (… GC CC CC CC - O H ) .  
pRE797  (p RE 740/RE 19 1). G 11A en el extremo 3’ de 20 S. Se man t ien e la comp le men t a ri ed a d .  
pRE800  (p RE 740/RE 19 3). Se añ a d e un a gu a n in a al extemo 3’ de 20S RN A. (…G CC CC G - O H ) .  
pRE805  (p RE 762/RE 18 9). Se in tro d u ce un sitio in tern o Sma I en 20S RN A en sen t id o in v erso .  
pRE806  (p RE 762/RE 20 3). C1 A en el ex tremo 3’ de la cad en a  ( - ) de 2 0S RN A.  
pRE809  (p RE 740/RE 20 9). C7 0A en la 2 ª horq u illa  del extre mo 3’  de 20S RN A.  
pRE810  (p RE 740/RE 21 5). U4 6 A en la 2 ª horq u illa del extre mo 3’ de 20S RN A.  
pRE811  (p RE 740/RE 21 6). U7 8A+ C80 A  en la 2ª horq u illa del extre mo 3’ de 20S RN A .  
pRE812  ( p RE 740/RE 19 4). Se añ a d e un a cito sin a en el extr emo 3’ de 20S RN A. ( …G CCC CC - O H ) .  
pRE813  (p RE 740/RE 21 4). G67U  en la 2ª horq u illa del extre mo 3’ de 20S RN A.  
pRE815  (p RE 762/RE 20 4). C2 A en el ex tremo 3’ de la cad en a ( - ) de 2 0S RN A.  
pRE816  (p RE 762/RE 20 5). C3 A en el ex tremo 3’ de la cad en a ( - ) de 2 0S RN A.  
pRE817  (p RE 762/RE 20 6). C4 A en el ex tremo 3’ de la cad en a ( - ) de 2 0S RN A.  
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pRE819  (p RE 740/RE 20 8). U6 3C +A64 G  en la 2ª horq u illa del extre mo 3’ de 20S RN A .  
pRE824  (p RE 762/RE 20 6)S e eli min a la última C en el extr e mo 3’ de l a cad en a ( - ) de 20S RN A.  
pRE843  (p RE 740/RE 23 4). G5C  ca mb io en  la part e 3 ’ de la horq u illa del extre mo 3’ de 20 S RN A.  
pRE848  (p RE 843/RE 24 6) S e in tro d u ce la mu ta ció n co mp esa t o ria G 35C en el plá smid o con la qu in t a 
gu a n in a mod ifica d a a cito sin a en  el otro extre mo de la horq u illa .  
pRE849  (p RE 740/RE 24 6). C 35G camb i o en la part e 5’ de la horq u illa del extr emo 3’ de 20S RN A . S e ab r e en 
un a base y ademá s se camb ia la treo n in a 823 a serin a en p9 1.  
pRE850  (p RE 740/RE 24 2). Se camb ia la treo n in a 823 a seri n a en p91, sin mod ifica r la estru ct u ra se cu n d a ria  
pRE856  (p RE 740/RE 25 6). S e mod ifica la rib o z ima en el extre mo 3’ d e 20S RN A en y ademá s la cu a rt a base 
desd e el extre mo 3’ a aden in a . (…GA CC CAAA …)  
pRE905  p Blu escr ip t KS+ + Gen XRN 1/ SKI1 (CO N PROMO TO R Y TE R MI N ADO R) amp li fica d o por PCR con los 
oligo s RE 298 Y RE 299 a part ir de la cep a 2928 - 4 .  
pRE908  E x p resa  el gen XRN1 a part ir de su pro p io pro mo t o r  en un plá smid o c en t ro mér ico (p RS 313) de S. 
cerevisiae .  
pRE914  O RF del gen XRN1 amp lifica d a  con los ol igo s RE 296 y RE 29 7 a part ir de DN A de la cep a 2928- 4  y 
clo n a d a en el plá smid o pI2 de S. cerevisiae para sob reex p re sa r la pro t eín a Xrn 1p .  
pLOR7  (p RE 740/RE 25 2). Se mod ifi ca n las primera s base s de la rib o z ima , GG G pasa n a AAA.  
pLOR11  (p L O R7/L V 4). Ca mb io C2 A en 3 ´de  20S RN A con la rib o z ima mod ifica d a .  
pLOR12  (p RE 805/RE 23 7). Ca mb io U21 C en el extr emo 3’ de la cad en a ( - ) de 20 S RN A.  
pLOR14  (p L O R7/L V 1). Ca mb io G5 C en 3 ´de 20S RN A con la rib o z ima mod ifica d a .  
pLOR16  (p RE 805/RE 23 6). Ca mb io C18 U  en el extr emo 3’ de la c ad e n a ( - ) de 20S RN A.  
pLOR17  (p L O R7/L V 3). Ca mb io C3A en 3 ´de 20S RN A con la rib o z ima mod ifica d a .  
pLOR18  (p RE 805/RE 23 8). Ca mb io U24 C  en el extr emo 3’ de la cad en a ( - ) de 20 S RN A.  
pLOR20  (p L O R7/L V 2). Ca mb io C 1 A en 3 ´de 20S RN A con la rib o z ima mod ifica d a .  
pLOR24  (p RE 848/L V1 ). Se mod ifica n la s pri mera s base s de la rib o z im a , GGG  AAA, en el plá smid o pRE 848, 
qu e tien e la qu in t a G camb ia d a a C, a sí co mo la mu ta ció n comp le men t a ria en el extr e m o 5 ´ d e la 
horq u illa en 3’ .   
pLOR25  (p RE 850/RE 25 2). S e mod ifica n las pri m era s base s de la rib o z ima , GGG  AAA, en el plá smid o 
pRE 850, qu e tien e la treo n in a 823 a ser in a en p91, sin mod if ica r la estru ct u ra secu n d a ria .  
pLOR26  (p RE 849/RE 25 2). S e mod ifica n las pri m era s base s de la rib o z ima , GGG  AAA, en el plá smid o 
pRE 849, qu e ti en e la cito sin a de la part e 5´ de l st em d el extremo 3 ´ camb ia d a a G. S e c amb ia la 
treo n in a 823 a serin a en p91.  
pLOR35  (p RE 763/L V1 0). S e eli min a n 28 nts qu e hay en tre el extrem o 5 ´ de 20S RN A y el pr o mo t o r PGK1 a 
part ir del extremo 5 ´de la sec u en cia de 20S RN A.  
pLOR36  (p RE 763/L V1 1). S e  elimin a n l os 47 nt qu e hay en tre el extr emo 5 ´ de la se cu en cia de 20 S RN A y el 
in icio de la tra n scrip ció n  del p ro mo t o r PGK1 .  
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pLOR38  (p RE 763/L V9 ). S e eli min a n 38  nts qu e hay en tre el extr em o 5 ´ de 2 0S RN A y el pro mo t o r PGK1 a 
part ir del extremo 5 ´de la s ec u en cia de 20S RN A.  
pLOR45  (p RE 740/L V1 8). Ca mb io G2 3C  en 3 ´de 20S RN A .  
pLOR46  (p RE 740/L V1 9). Ca mb io C 28 G  en 3 ´de 20S RN A .  
pLOR47  (p RE 797/L V1 6) Ca mb io A8G + G11A en 3 ´de 20S RN A.  
pLOR48  (p RE 805/L V2 1). Ca mb io U8 C en el extre mo 3’ de la cad en a ( - ) de 20 S RN A  
pLOR49  (p RE 805/L V2 2 ). Ca mb io A9U  en el extr emo 3’ de la cad en a ( - ) de 20 S RN A  
pLOR50  (p RE 805/L V2 5). Ca mb io G1 1U +G1 2C  en el extre mo 3’ de la cad en a ( - ) de 20 S RN A  
pLOR51  (p RE 805/L V2 0). Camb io G5 U +G6  en el extre mo 3’ de la cad en a ( - ) de 2 0S RN A. El br a z o de la 
horq u illa tien e un nu cleó t id o más.  
pLOR52  (p RE 805/L V2 3 ). Ca mb io A9 G  en el extr emo 3’ de la cad en a ( - ) de 20 S RN A  
pLOR53  (p RE 805/L V2 4). Ca mb io G1 0A  en el extre mo 3’ de la cad en a ( - ) de 20 S RN A  
pLOR58  (p RE 805/L V3 7). Ca mb io A8 G+ A9U  en el extre mo 3’ de la ca d en a ( - ) de 20 S RN A  
pLOR59  (p RE 740/L V3 2) Ca mb io G2 3A en 3 ´de 20S RN A .  
pLOR60  (p L O R46/L V35) Camb io G11U +C28 G  en 3 ´de 20S RN A.  
pLOR61  (p RE 805/L V3 6). Ca mb io G1 0A +G1 1C +G1 2C  en el extre mo 3’ de la cad en a ( - ) de 20 S RN A  
pLOR66 bis (p RE 740/L V4 1b is) Ca mb io de tod a la secu en c ia  en 3 ´ de 2 0 S RN A en tr e el cod ó n Sto p de p91 y las 
cu a t ro última s cito s in a s .  
pLOR72  (p RE 740/L V4 2) Ca mb io G1 1U en 3 ´de 20S RN A .  
pALI40  E x p resa p91 - GFP en  S. cerevisiae .  
pALI53  E x p resa la GFP ( P ro t eín a verd e flu o re scen t e) en S. cerevisiae. 
Escherichia coli   
pLM62+  p T7 - 7 con el origen de r ep lica ció n del fago M13.  
pALI17  p Blu escr ip t KS+ con la secu en cia de 20S RN A comp l et a . Sir ve para sin t et iz a r in vitro la c ad en a (+) 
de 20S RN A (d igir ien d o con Sma I y usa n d o la T 7 RN A poli m era sa )  
pRE449  p Blu escr ip t KS+ con la secu en cia de 20S RN A d esd e la ba se 1253 - 2514. Sir ve para hacer son d a de 
20S RN A. Dig erid o con BamH I /T 3 , esp ecí fica de la cad en a ( + ), y con Sma I/T 7  de la cad en a ( - ).  
pRE553  p Blu escr ip t KS+ qu e tien e in sert a d o un fra g men t o de 85 bp qu e con t ien e la secu en cia 
an tigen ó mica de la rib o z ima del viru s delt a de la hep a t it is ( HDV)  . Dig erid o con Pvu II /T3 se pu ed e 
utiliz a r como son d a esp ecífi ca de la cad en a (+) de la rib o z im a .  
pLOR91  Se su st it u y e 23S RN A por 2 0S RN A en un plá sm id o der iva d o del pLM62+ con r esi s t en cia a 
Kan a micin a .  
pLOR92  Se añ a d e la rib o z ima al  extre mo 3’ de 20S RN A fu sio n a d o al pro mo t o r de la T 7 RN A poli mera sa .  
pLOR111  (p L O R91/L V62). Mod ifica ció n de la zon a GDD d e p91 p ara gen era r un a fu en t e d e pro t eín a 
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inact iva : EFD.  
pLOR114  Ca mb io C4 A en pLOR91.  
pLOR115  Ca mb io G5 C en pLOR9 1.  
pLOR116  Se in tro d u ce un cod ó n de para d a desp u és del a min o á cid o Leu 274  de p91  en pLOR 91 .  
pLOR1 21 Se su st it u y e la secu en cia co mp ren d id a en tre el cod ó n de para d a de p91 y las cu a t ro úl tima s 
cito sin a s de la secu en cia de 2 0S RN A en pLOR91.  
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20 S RNA virus is a persistent positive strand RNA virus found in
Saccharomyces cerevisiae. The viral genome encodes only its RNA
polymerase, p91, and resides in the cytoplasm in the form of a ribo-
nucleoprotein complex with p91. We succeeded in generating 20 S
RNA virus in vivo by expressing, from a vector, genomic strands
fused at the 3-ends to the hepatitis delta virus antigenomic
ribozyme. Using this launching system, we analyzed 3-cis-signals
present in the genomic strand for replication. The viral genome has
five-nucleotide inverted repeats at both termini (5-GGGGC . . .
GCCCC-OH). The fifth G from the 3-end was dispensable for rep-
lication, whereas the third and fourth Cs were essential. The 3-ter-
minal and penultimate Cs could be eliminated or modified to other
nucleotides; however, the generated viruses recovered these termi-
nal Cs. Furthermore, extra nucleotides added at the viral 3-end
were eliminated in the launched viruses. Therefore, 20 S RNA virus
has amechanism(s) tomaintain the correct size and sequence of the
viral 3-end. This may contribute to its persistent infection in yeast.
We also succeeded in generating 20 S RNA virus similarly from
antigenomic strands provided active p91 was supplied from a sec-
ond vector in trans. Again, a cluster of four Cs at the 3-end in the
antigenomic strand was essential for replication. In this work, we
also present the first conclusive evidence that 20 S and 23 S RNA
viruses are independent replicons.
Positive strand RNA viruses encode RNA-dependent RNA poly-
merases in their genomes and utilize them to synthesize viral RNA in
conjunctionwith other viral or host proteins (1). The antigenomic (neg-
ative) strand RNA is an intermediate of replication and serves as a tem-
plate to synthesize progeny positive strands. Because viral replication
takes place within the host cell and because there are plenty of cellular
RNAs in these cells, the virusesmust find efficiently not only the positive
strands but also the negative strands during replication. Therefore, both
the positive and negative strands bear cis-acting signals for replication,
including those necessary to interact with the polymerase machinery.
To analyze and characterize these signals, it is essential to develop
appropriate in vivo or in vitro systems in which changes in the signals
can be tested.
20 S and 23 S RNAs are positive strand RNA viruses found in Saccha-
romyces cerevisiae and belong to the genus Narnavirus (2). These
viruses were initially identified as RNA species induced in cells under
nitrogen starvation conditions (3, 4). Most laboratory strains carry 20 S
RNA, and fewer strains harbor 23 S RNA alongwith 20 S RNA. They are
compatible in the same host cell. Because all known strains that carry 23
SRNAalso carry 20 SRNA, it has not been clearwhether 23 SRNAvirus
can replicate without 20 S RNA virus. Typical of fungal viruses, they are
not infectious and have no extracellular pathways of transmission. They
are transmitted horizontally through mating or vertically from mother
to daughter cells. No curing methods to eliminate these viruses from
yeast are known so far. Furthermore, 20 S and 23 S RNA viruses do not
confer any phenotypic changes on the host. This makes their genetic
manipulation difficult.
The 20 S and 23 S RNA genomes are small (2514 and 2891 nucleo-
tides, respectively), and each RNA encodes only a single protein: a
91-kDa protein (p91) and a 104-kDa (p104), respectively (5–8). Both
proteins contain four amino acid motifs well conserved among RNA-
dependent RNA polymerases (9). When yeast cells are grown at 37 °C,
the cells accumulate double-stranded RNAs called W and T (10), the
double-stranded forms of 20 S and 23 S RNA genomes, respectively (8).
They are not replication intermediates, but by-products (11). Because
these viruses do not have genes for capsid proteins, their genomes are
not encapsidated into intracellular viral particles (12–14). Instead, the
RNAs form ribonucleoprotein complexes with their cognate RNA-de-
pendent RNA polymerases at a 1:1 stoichiometry and reside in the cyto-
plasm (15). The viral genomes lack poly(A) tails at the 3-ends and have
perhaps no 5-cap structures (8), thus resembling degradation interme-
diates of mRNAs. How these viruses can survive as persistent viruses in
the host cytoplasm without their RNA genomes being digested by exo-
nucleases involved in mRNA degradation is therefore interesting.
Recently, we succeeded in generating 23 S RNA virus in vivo from a
vector containing the entire cDNA sequence of the viral genome (16).
Using this launching system, we began reverse genetics to investigate
cis-acting signals for replication in 23 S RNA virus. 20 S and 23 S RNA
genomes share five-nucleotide inverted repeats at the 5 and 3 termini
(5-GGGGC . . . GCCCC-OH) (8). The 23 S RNA genome contains a
bipartite cis-signal in the 3-region that consists of the cluster of the
terminal four Cs and a mismatched pair of purines present in a stem
structure adjacent to the 3-end (17). Although the 3-terminal and
penultimate Cs are dispensable for launching 23 S RNA virus, the gen-
erated viruses recover these Cs. This indicates that the virus has an
efficient 3-terminal repair mechanism(s). Subsequently, we found that
the bipartite 3-cis-signal for replication is also essential for formation of
ribonucleoprotein complexes in vivo with its RNA-dependent RNA
polymerase, p104 (18). This indicates the importance of complex for-
mation for 23 S RNA virus and suggests that p104 protects the viral
3-ends from degradation by binding to the 3-cis-signal.
In this work, we describe the generation of 20 S RNA virus in vivo
from a vector, a system similar to the one developed previously for 23 S
RNA virus (16). In contrast to the previous work, however, we suc-
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ceeded in producing 20 S RNA virus not only from positive strands but
also from negative strands if, in the latter case, active p91 was provided
in trans froma second vector. Using these systems,wemodified the viral
3-ends and found that the clusters of the 3-terminal fourCs in both the
positive and negative strands are 3-cis-signals for replication. We also
provide, for the first time, conclusive evidence that 23 S RNA virus does
not require 20 S RNA virus for replication; thus, they are independent
replicons.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Strains and Media—20 S RNA negative strains 2928-4 and 2928-5
were obtained in this work (see Fig. 1) from strain 2928 L-A-o (a ura3
trp1 his3, 20 S RNA, 23 S RNA-o, L-A-o) (16). These strains were used
to analyze launching of 20 S RNAvirus fromplasmids. Cells were grown
in rich YPAD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 0.04% adenine
sulfate, and 2% glucose) or synthetic medium deprived of tryptophan,
uracil, or both (19). Nitrogen starvation in 1% potassium acetate was
performed as described previously (4).
Northern Hybridization—Cells were broken with glass beads (15),
and RNA was extracted from cell lysates once with phenol and twice
with phenol/chloroform and precipitated with ethanol. RNA was sepa-
rated on an agarose gel, blotted onto a neutral nylon membrane
(Hybond-N, AmershamBiosciences), and hybridized with a 32P-labeled
20 S RNA or 23 S RNA positive or negative strand-specific probe (20).
We analyzed 5–10 independent transformants in each experiment. For
the sake of simplicity, only a representative of each experiment is pre-
sented in the figures.
Plasmids—The standard 20 S RNA virus-launching plasmid pRE740
contains the entire 20 S RNA cDNA sequence (2514 bp) downstream of
the PGK1 promoter in a pI2 derivative (21). The hepatitis delta virus
(HDV)4 antigenomic ribozymewas directly fused to the 3-end of the 20
S RNA cDNA genome (see Fig. 2A). There are 42 nucleotides between
the major transcription start site from the PGK1 promoter and the 20 S
RNA sequence. Transcripts from this vector have 20 S RNA positive
strand polarity. The template plasmid pRE805 is similar to pRE740, but
the orientation of the 20 S RNA cDNA is reversed. Therefore, tran-
scripts from the PGK1 promoter have the negative strand polarity of the
viral genome. In addition, the TRP1 marker of this plasmid was dis-
rupted at the unique EcoRV site by insertion of a 1.1-kbURA3 fragment.
20 S RNApositive and negative strand-specific probes weremade by T7
and T3 runoff transcription from pRE449 predigested with appropriate
restriction enzymes. pRE449 contains a 1262-bp BamHI-SmaI fragment
(nucleotides 1253–2514) of the 20 S RNA cDNA sequence between the
BamHI and SamI sites of the pBluescript KS vector (Stratagene). 23 S
RNA positive strand-specific probes were made from plasmid pALI38
as described (15). In vitromutagenesis was performed as described (22).
All mutations introduced were confirmed by DNA sequencing.
Reverse Transcription (RT)-PCR—To prove that 20 S RNA virus was
generated from plasmids, a DNA fragment of 842 bp was amplified by
RT-PCR from lysates using internal primers RE171 (5-CGCTTCTGC-
GATCGTAGATG-3) and ALI-3 (5-TAAAACTGTATGCAGCAG-
3). The lysates were prepared from 20 S RNA virus-generated cells
from which the launching plasmids had been cured or from cells con-
taining endogenous 20 S RNA virus. In either case, the lysate was pre-
treated with DNase I before RT-PCR. The RT-PCR products were then
digested with SmaI and analyzed on agarose gels.
3-Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)—Total RNA isolated
by launching plasmid-cured cells was poly(A)-tailed using poly(A)
polymerase (Invitrogen). The poly(A)-tailed RNA was denatured with
hydroxymethylmercuric hydroxide as described (23), and cDNA was
synthesized using oligonucleotide RE156 (5-GACTCGAGTCGAG-
GATCCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3) and SuperScript II RNase H
reverse transcriptase (Invitrogen). After cDNA synthesis, RNA was
digested with RNase A, and the unincorporated primer was eliminated
using a Sephadex G-50 mini spin column (Worthington). cDNA con-
taining the 3-ends of 20 S RNA positive strands was PCR-amplified for
30 cycles using Taq polymerase (Promega) and primers RE157 (5-
GACTCGAGTCGAGGATCC-3) and PG6 (5-CGAATCGTCGC-
CAGTAG-3). For amplification of the negative strand 3-ends, we used
oligonucleotide RE157 and oligonucleotide RE233 (5-GCGTCGAAA-
GACGACAGC-3). The amplified products from positive strand
3-ends were digested with HindIII and BamHI and ligated into the
pBluescript KS vector. In the case of negative strand 3-ends, PCR
products were digested with SalI and BamHI and ligated into the pBlue-
script KS vector.
RESULTS
20 S and 23 S RNA Viruses Are Independent Replicons—23 S RNA
virus can be generated in vivo from an expression plasmid containing
the entire viral cDNA sequence. We wished to establish a similar
launching system for 20 S RNA virus to carry out reverse genetics.
However, most laboratory strains harbor 20 S RNA virus. During the
course of 23 S RNA virus-launching experiments, we happened to
obtain cells that had lost endogenous 20 S RNA virus. Strain 2928 L-A-o
was transformed with the standard 23 S RNA-launching plasmid
pRE637 (16).When transformants were analyzed, all of them generated
23 S RNA virus from the plasmid, and one of them (transformant 1) had
apparently lost its endogenous 20 S RNA virus (Fig. 1A). We eliminated
the launching plasmid from transformant 1 by isolating single colonies
on nonselective YPAD agar plates. When the plasmid-cured colonies
were analyzed, we found two types of segregants; the majority of colo-
nies (10 of 12) contained only 23 S RNA virus generated from the plas-
mid, and the rest harbored neither 20 S nor 23 S RNA virus. Both types
of segregants retained the genetic markers of the original strain. The
segregants carrying 23 S RNA virus maintained the virus stably and did
not produce virus-free colonies anymore. This suggests that the loss of
endogenous 20 S RNA virus preceded the generation of 23 S RNA virus
from the launching plasmid.
We confirmed the curing of 20 S RNA virus in these segregants by
three criteria. First, we did not detect 20 S RNA by Northern blotting
(Fig. 1B). Even when the gels were overloaded, we found no signal for 20
S RNA. The conditions used should have allowed us to detect 20 S RNA
if the virus were present at as low as one copy/cell. Second, we could not
amplify 20 S RNA cDNA from the lysates of these cells by RT-PCR (data
not shown). Finally, as will be shownbelow,we could generate 20 SRNA
virus taggedwith a silentmutation froma launching plasmid using these
20 S RNA-negative segregants as hosts. We confirmed that the virus
retained the mutation and was not the result of amplification of any
residual endogenous 20 S RNA virus. Generated 20 S RNA virus could
be maintained stably and was also induced normally under nitrogen
starvation conditions in these cells. Therefore, the 20 S RNA-negative
segregants have no genetic defects to harbor 20 S RNA virus. We des-
ignated segregants 4 and 5 shown in Fig. 1B as 2928-4 and 2928-5,
respectively. These segregants showed the same doubling time as the
original strain, and we noticed no phenotypic changes in them. Strain
2928-5 carries only 23 S RNA virus derived from plasmid pRE637, but
no 20 S RNA virus. Strain 2928-4 harbors none of the narnaviruses and
can be used successfully as a host to generate 23 SRNAvirus from the 23
4 The abbreviations used are: HDV, hepatitis delta virus; RT, reverse transcription; RACE,
rapid amplification of cDNA ends.
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SRNA-launching plasmid (17). Although it has been reported that some
industrial yeast strains (Saccharomyces diastaticus) appear to harbor
only 23 S RNA-like molecules (24), these results are the first conclusive
evidence that 23 S RNA virus does not require 20 S RNA virus for
replication. Therefore, 20 S and 23 S RNA viruses are independent
replicons.
Launching of 20 S RNA Virus from Expression Plasmids—We con-
structed a launching plasmid (pRE740) to generate 20 S RNA virus in
yeast by inserting the entire 20 S RNA cDNA sequence (2514 bp) down-
stream of the constitutive PGK1 promoter (Fig. 2A). Positive strands of
20 S RNA can be transcribed from the promoter. To generate tran-
scripts in vivowith the precise viral 3-end sequence at the 3 termini, an
82-nucleotide HDV antigenomic ribozyme cDNA sequence (25) was
directly fused to the 3-end of the 20 S RNA sequence. The plasmid has
the TRP1 gene as a selectable marker. We transformed strains 2928-4
and 2928-5 with pRE740. Transformants were transferred to 1% potas-
sium acetate to induce 20 S RNA, and the RNA was extracted from the
induced cells. By Northern hybridization, we detected single-stranded
20 S RNA positive strands in all of the transformants. The amounts of
positive strands among them were similar (Fig. 2B, lanes 1–4). We also
found small amounts ofW, the double-stranded formof 20 S RNA, in all
transformants. Furthermore, we detected single-stranded 20 S RNA
negative strands with a negative strand-specific probe (data not shown).
FIGURE 1. Curing of 20 S RNA virus by a 23 S RNA virus-launching plasmid. A, cells
were transformedwith the23SRNAvirus-launchingplasmidpRE637. RNAwasextracted
from transformants (lanes 1–3) and also from untransformed cells (Control lanes) and
separated on an agarose gel. The RNAwas blotted onto a nylonmembrane, and positive
strands of 23 S RNA on the membrane were detected by hybridization with a specific
probe (right panel). Ethidium bromide staining of the gel is also shown (left panel). The
positions of rRNAs, 20 S and 23 S RNAs, and T double-stranded RNA (dsRNA) are indi-
cated. Thearrowhead showsRNA fromtransformant 1 that had lost 20 SRNAvirusduring
transformation. B, single colonies were isolated by streaking transformant 1 shown in A
on a nonselective agar plate. Twelve colonies (lanes 1–12) that had lost the plasmidwere
picked up. RNA was extracted from them and analyzed as described for A. Ethidium
bromide staining of the gel (upper panel) and Northern blots analyzed with 23 S RNA
(middle panel)- and 20 S RNA (lower panel)-specific probes are shown. Segregants 4 and
5 were designated 2928-4 and 2928-5, respectively (circled). Strain 2928-4 has none of
the narnaviruses, and 2928-5 harbors only 23 S RNA virus generated from the launching
plasmid. They were used throughout this work.
FIGURE 2.Generation of 20 S RNA virus in vivo frompositive strands. A, the standard
20 S RNA-launching plasmid pRE740 contains the complete 20 S RNA cDNA sequence
(bold line) downstream of the PGK1 promoter. Transcripts from the promoter have the
positivepolarity of the viral genome. TheHDVantigenomic ribozyme (R) and its cleavage
site (curved arrow) and p91 and its conserved RNA-dependent RNA polymerase motifs
(A–D) are shown. aa, amino acids. B, shown is the generation of 20 S RNA from the
launching plasmid. Strains 2928-4 (lanes 1 and 2) and 2928-5 (lanes 3 and 4) were trans-
formed with the standard launching plasmid pRE740. Strain 2928-4 was also trans-
formed with launching plasmids in which the amino acid sequence of p91 was modified
(lanes 5 and 6) as indicated in the diagrams. RNA was extracted from transformed cells
(lanes 1–6) or untransformed 2928-4 cells (lane C (control)) and analyzed by Northern
blotting using a 20 S RNApositive strand-specific probe.dsRNA, double-strandedRNA.C,
proof that 20 S RNA virus was generated from the launching plasmid is shown. A unique
SmaI site was created by a silent mutation (1476T3G, numbered from the 5-end of the
positive strand)of theviral genome in the launchingplasmid. Strains 2928-4 (lanes 1) and
2928-5 (lanes 2) were transformed with the modified plasmid (pRE749). After virus gen-
eration, the plasmidwas cured from the cells. RNAwas prepared from these cells or from
cells harboring endogenous 20 S RNA virus (lanes C). Then, an 842-bp cDNA fragment
encompassing the SmaI site was generated by RT-PCR. The products with () and with-
out () SmaI treatment were separated on an agarose gel and visualized by ethidium
bromide staining. HindIII-digested markers and the positions of undigested or SmaI-
treated PCR products are indicated. The diagram shows endogenous and plasmid-gen-
erated 20 S RNAs and the expected sizes of their RT-PCR products. Arrows show the
oligonucleotides primers used for amplification.
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These results indicate that 20 S RNA negative strands are synthesized
from the positive strand transcripts in vivo and suggest the generation of
20 S RNA virus from the plasmid. To confirm this, we took two exper-
imental approaches. First, we cured the plasmid from the transformants
by isolating single colonies in nonselective YPAD agar plates.More than
70% of the plasmid-cured colonies retained 20 S RNA virus. Once gen-
erated, the virus replicated autonomously and could be maintained sta-
bly in the cells for100 generations (so far examined) in the absence of
the plasmid. The generated virus could be induced under nitrogen star-
vation conditions, and the viral RNA could be seen directly by ethidium
bromide staining on agarose gels. The amount of induced RNA and the
positive/negative strand ratios were similar to those found in endoge-
nous 20 S RNA virus.We did not notice any effect of 23 S RNA virus on
the efficiency of 20 S RNA virus generation (Fig. 2B, compare lanes 1
and 2with lanes 3 and 4). Second, we introduced a unique SmaI site into
the 20 S RNA cDNA sequence in pRE740 by changing the T at position
1476 to G (numbered from the 20 S RNA 5-end) (Fig. 2C). This mark-
ing did not alter the amino acid sequence of the encoded p91 protein.
We transformed strains 2928-4 and 2928-5 with the SmaI-tagged plas-
mid. Transformants from both strains generated 20 S RNA virus. After
curing the plasmid, RNA was extracted from both strains, and an
842-bp 20 S RNA cDNA fragment encompassing the SmaI site was
amplified by RT-PCR. We also amplified the 842-bp fragment from
endogenous 20 S RNA virus present in the original 2928 L-A-o strain as
a control. As shown in Fig. 2C (lower panel), the amplified cDNA frag-
ment from generated 20 S RNA virus in strain 2928-4 (lane 1) or 2928-5
(lane 2) was completely digested with SmaI, whereas the control from
endogenous 20 S RNA virus was fully resistant to the enzyme (lane C).
Therefore, these results demonstrate that 20 S RNAvirus was generated
from the launching plasmid and also confirm that the host strains
2928-4 and 2928-5 do not carry any endogenous 20 S RNA virus.
p91 Is Essential—20 S RNA encodes a single protein, p91. p91 has the
four amino acid motifs well conserved among RNA-dependent RNA
polymerases. When one of the motifs (460GDD462) was changed to
460EFD462 in the launching plasmid, the modified vector failed to pro-
duce 20 S RNA virus (Fig. 2B, lane 5), indicating that active p91 is
essential for replication. The presence of 23 S RNA virus in the host
could not rescue themodified plasmid to generate 20 S RNA virus (data
not shown). This indicates that p104 encoded by 23 S RNA cannot
substitute p91 for replication of 20 S RNA virus and is consistent with
the fact that 20 S and 23 S RNA viruses are independent replicons. p91
and p104 share an eight-amino acid sequence (R(V/I)CGDDLI) sur-
rounding the GDD motif with only one mismatch. When the mis-
matched amino acid (Val458) in p91 was replaced with Ile, thus making
the stretch identical to the one found in p104, the plasmid with the
modified p91 sequence produced 20 S RNA virus without any deleteri-
ous effects (Fig. 2B, lane 6). Previously, we found that 23 S RNA virus
can also tolerate the reverse modification (Ile to Val) in the eight-amino
acid sequence in p104 (16).
ACluster of Four Cs at the 3-End of the Positive Strand Is Essential for
Replication—The transcription termination site for the FLP gene of the
2 plasmid is located 0.7 kb downstream of the 20 S RNA genome in the
vector (26). When the ribozyme GGG sequence 3 to the cleavage site
was substituted with AAA in the standard launching plasmid pRE740,
the modified plasmid failed to generate 20 S RNA virus (data not
shown). Therefore, it is important to generate transcripts in vivo with
the precise viral 3 termini for virus launching. 20 S RNA has five-
nucleotide inverted repeats at both termini (5-GGGGC . . . GCCCC-
OH). We examined the role of the 3-terminal nucleotides of the 20 S
RNA positive strand in replication bymodifying each nucleotide with A
in the vector. As shown in Fig. 3, changing the 3-terminal or penulti-
mate C did not affect the generation of 20 S RNA virus. On the contrary,
amodification at the third or fourth C did not produce the virus. There-
fore, the third and fourth Cs from the 3-end are essential for replica-
tion. In good agreement, deletions of up to two Cs (but not three) gen-
erated 20 S RNA virus (Fig. 3) (data not shown). We were interested in
the 3-terminal sequences of 20 S RNA viruses generated from these
modified vectors. We cured the launching plasmids from the cells, and
the viral RNAs were isolated. The 3-terminal sequences of these RNAs
were then amplified by 3-RACE, and 8–10 independently isolated
clones were sequenced. As shown in TABLE ONE, the substitution of
the terminal (pRE757) or penultimate (pRE758) C with A at the viral
3-end was corrected to the wild-type C in the generated viruses. Fur-
thermore, viruses launched from 20 S RNA cDNA lacking two Cs at the
3-end (pRE759) recovered these nucleotides. Therefore, these results
indicate that 20 S RNA virus, like 23 S RNA virus, has an efficient 3-end
repair mechanism(s) in vivo. The major transcription start site in the
launching plasmid is located at position42, relative to the 5 terminus
FIGURE 3. Effects of mutations at or the addition of extra nucleotides to the 3-end
of the positive strand on virus generation. A, shown is a diagram of a secondary
structure in the 3-end regionof the 20 SRNApositive strand. The stretchof four Cs at the
3-end and the stop codonof p91 are boxed. Nucleotides are numbered from the 3-end.
B, the standard launching plasmid was modified by a single mutation (C to A; ●) intro-
duced at each position in the row of four Cs (1–4) or by deletion (O) of the last two Cs
from the 3-end (5). The plasmidwas also changed by the addition of a single nucleotide
(6–8) or three nucleotides (9 and 10) at the boundary between the 3-end of the positive
strand and the ribozyme cleavage site (underlined). The expected nucleotide sequences
of the transcripts after cleavage by the ribozyme are shown. C indicates the control
withoutmodification.C, cells (strain 2928-4)were transformedwith the standard launch-
ing plasmid (lanes C (control)) or with plasmids modified as described for B (lanes 1–10).
RNAwas extracted from transformants, and 20 S RNAwas detected byNorthern blotting
as described in the legend to Fig. 1A using a positive strand-specific probe. dsRNA, dou-
ble-stranded RNA.
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of the 20 S RNA genome. These extra nucleotides were not present in
the generated viruses as judged from the 3-sequences of the negative
strands (TABLE ONE). We also added extra nucleotides between the
3-end of 20 S RNA and the ribozyme sequence and examined their
effects on virus launching. As shown in Fig. 3, the addition of a single U
(lane 6), C (lane 7), or A (data not shown) did not affect the generation
of 20 S RNA virus. However, the addition of a single G reduced virus
launching (lane 8). Likewise, the addition of three Gs (lane 10), but not
three Cs (lane 9), severely affected 20 S RNA virus generation. Extra Gs
at the 3-end reduced the efficiency of virus launching by severalfold as
judged by counting virus-positive and virus-negative colonies after cur-
ing the plasmids. Once the plasmids were cured, however, the amount
of 20 S RNA in the cells was similar to that generated from the wild-type
cDNA without extra nucleotides at the 3-end. We isolated viral RNA
from plasmid-cured cells and analyzed the 3-ends of the positive
strands by 3-RACE. As shown in TABLE ONE, the launched viruses
examined eliminated the extra nucleotides present at the 3-ends in the
vectors. Therefore, these results clearly indicate that 20 S RNA virus has
a mechanism(s) to correctly maintain the size and sequence of the
3-end of the positive strand and is thus capable of repairing limited
damage of the 3-end.
The Fifth G from the 3-End in the Positive Strand Is Dispensable for
Replication—When the fifth G from the 3-end was changed to C
(5G3C, numbered from the 3-end) in the vector, the modified plas-
mid failed to generate 20 S RNA virus (Fig. 4, lane 1), thus suggesting
that this nucleotide is essential for replication. Alternatively, because
the fifth G is part of a structure adjacent to the 3-end, the inability of
this plasmid to generate the virus may be a secondary effect due to a
perturbation of the stem structure caused by the modification. Because
the corresponding nucleotide in the 23 S RNAgenome 3-end is dispen-
sable for its replication (17), wewere interested in this result and tried to
distinguish these two possibilities. To restore the stem structure in the
5G3C mutant, we introduced a second mutation, 35C3G, at the
other side of the stem (lane 3). Because this compensatory mutation
resulted in the change of one amino acid (Thr823 to Ser) at the C termi-
nus of p91, we made two more constructs as controls. One construct
contained the single mutation 36A3U with the wild-type stem and
wild-type . . . GCCCC-OH terminus and, as shown in lane 4, produced
20 S RNA virus. Thus, p91 can tolerate the amino acid change T823S for
its activities. The second control contained the singlemutation 35C3G
with the wild-type . . . GCCCC-OH terminus. This construct, as shown
in lane 2, failed to generate 20 S RNA virus. Therefore, these control
experiments suggest that the fifth nucleotide needs to be hydrogen-
bonded. Consistently, the compensatory mutation 35C3G restored
the ability to generate virus on the 5G3C mutant (lane 3). This result
clearly indicates that, as in the case of 23 S RNA virus, the fifth G in 20 S
RNA virus is dispensable for replication. To rule out the possibility that
this double mutant generated replicable revertants during launching,
we isolated viral RNA after curing the plasmid and determined the
3-terminal sequences by 3-RACE. We sequenced 17 independently
isolated clones. All of them retained the compensatory mutation
35C3G at the 5-side of the stem. Of these 17, 11 clones had the full
3-terminal sequence ( . . . GCCCCC-OH), and the rest possessed the 3
termini truncated by one nucleotide ( . . . GCCCC_-OH; four clones) or
by two nucleotides ( . . . GCCC__-OH; two clones). Therefore, these
results show that no revertants were generated during virus launching.
Furthermore, as the majority (11 of 17) retained the full 3-terminal
sequence, the sixth G from the 3-end did not substitute for the modi-
fied nucleotide at position 5 in replication.
Launching of 20 SRNAVirus fromNegative Strands—Wealso tried to
generate 20 S RNA virus from negative strands. Plasmid pRE805 (the
template plasmid) has the complete sequence of 20 S RNA downstream
of the PGK1 promoter (Fig. 5A). The orientation of the cDNA was
reversed so that transcripts from the promoter would have the negative
strand polarity of the viral genome. The HDV antigenomic ribozyme
was directly fused to the 3-end of the viral negative strand.When virus-
free strain 2928-4 was transformed with pRE805, we found no genera-
tion of 20 S RNA virus from the plasmid (Fig. 5C). This was expected
because p91 cannot be translated from the negative strands transcribed
from the PGK1 promoter. Plasmid pRE787 (the polymerase plasmid) is
the standard launching plasmid, but with the mutation 4C3A in the
3-cis-signal in the positive strand. Although wild-type p91 could be
translated from the transcripts, this plasmid could not generate 20 S
RNA virus because of this mutation (Fig. 3C, lane 4). When yeast cells
were transformedwith both plasmids, the transformants could generate
20 S RNA virus (Fig. 5B). The efficiency of virus generation was high.
After curing the plasmids,70% of the plasmid-free colonies generated
the virus, an efficiency similar to that of the standard launching plasmid
TABLE ONE
3-RACE: 3-ends of viral RNA generated from positive strandmutants
Launching plasmida Clones Positive strandb Clones Negative strandb
pRE757 (GCCCA-OH) 8 7GCCCC-OH
1GCC-OH
3 3GCCCC-OH
pRE758 (GCCAC-OH) 8 7GCCCC-OH
1GCCCC(G)-OH
3 2GCCCC-OH
1GCCCC(G)-OH
pRE759 (GCC__-OH) 8 7GCCCC-OH
1GCCCC(G)-OH
2 1GCCCC-OH
1GCCCC(G)-OH
pRE794 (GCCCCU-OH) 9 7GCCCC-OH
1GCCCC(G)-OH
1GCCCC(U)-OH
NDc
pRE800 (GCCCCG-OH) 10 7GCCCC-OH
1GCCCC(C)-OH
2GCC-OH
ND
pRE795 (GCCCCCCC-OH) 10 7GCCCC-OH
3GCCC-OH
ND
pRE793 (GCCCCGGG-OH) 10 8GCCCC-OH
1GCCCC(G)-OH
1GCC-OH
ND
a Modifications of or extra nucleotides added at the 3-end of the 20 S RNA positive strand in the launching vectors are underlined.
b Extra sequences found in the viral 3-ends cloned are indicated by parentheses.
c Not determined.
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FIGURE 5. Generation of 20 S RNA virus from negative strands in a two-vector system. A, the template plasmid (pRE805) has URA3 as a selective marker and contains the entire
20 S RNA cDNA sequence downstream of the PGK1 promoter. The orientation of 20 S RNA is reversed so that the negative strand of the viral genome can be transcribed from the
promoter. The viral genome was tagged by a silent mutation (1476T3G, numbered from the 5-end of the positive strand) to create a unique SmaI site. The HDV antigenomic
ribozyme (R) is directly fused to the 3-end of the negative strand. The polymerase plasmid (pRE787) has a TRP1 selectivemarker and is a derivative of the standard launching plasmid
pRE740 with a 4C3A mutation at the 3-end of the positive strand genome (indicated by the asterisk). Transcripts from this plasmid can be translated into wild-type p91 but could
not generate 20 S RNA virus because of the 4C3A mutation (see Fig. 3C, lane 4). The 20 S RNA genome in the polymerase plasmid has no SmaI site. B, cells were transformed with
either the template plasmid (pRE805) or the polymerase plasmid (pRE787) alone or together. As a control, cells were also transformed with the standard launching plasmid pRE740.
RNA was extracted from transformants, and 20 S RNA was detected by Northern blotting using a positive strand-specific probe as described in the legend to Fig. 1A. dsRNA,
double-stranded RNA. C, proof that the virus was generated from negative strands is shown. RNA was prepared from 20 S RNA-generated cells from which both plasmids had been
cured, andan842-bp cDNA fragment encompassing the SmaI sitewasobtainedbyRT-PCR (lanes 2 and 4). As a control,we also amplified the cDNA fragment fromRNAextracted from
2928 L-A-o cells carrying its endogenous 20 S RNA virus (lanes 1 and 3). The cDNA fragments, either undigested (lanes 1 and 2) or digested with SmaI (lanes 3 and 4), were separated
on an agarose gel. Ethidium bromide staining of the gel is shown.
FIGURE 4. The fifth G from the 3-end in the 20 S
RNA positive strand is not essential for replica-
tion. A, cells were transformed with the standard
launching plasmid (lane C (control)) or with
launching plasmids modified as described for B
(lanes 1–4). RNA was extracted from transfor-
mants, and 20 S RNA was detected by Northern
blotting as described in the legend to Fig. 1Ausing
a positive strand-specific probe. dsRNA, double-
strandedRNA.B,mutations (●)were introducedat
positions 5, 35, and 36 (numbered from the 3-end
of the 20 S RNA genome) in the standard launch-
ing plasmid. The expected secondary structure
and nucleotide sequence at the 3-ends of the
transcripts for each construct (after ribozyme
cleavage) are shown. Codon 823 of p91 is boxed,
and the corresponding amino acid is shown. C
indicates the wild-type control.
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pRE740 with positive strand transcripts. We interpreted this result as
follows. The primary transcripts from the template plasmid were pro-
cessed by ribozyme cleavage in cis to produce negative strand templates
with the correct viral 3-ends. p91 produced from the polymerase plas-
mid acted in trans to produce positive strand copies from the negative
strand templates. A positive or negative strand viral RNA with the cor-
rect 5- and 3-ends was generated from the positive strand copies or
negative strand templates by a mechanism(s) yet to be identified. Once
generated, it was amplified by p91, thus creating a new virus. To confirm
this interpretation, we did three experiments. First, when the ribozyme
sequence in the template plasmid was modified (substitution of the
GGG sequence 3-end to the cleavage site with AAA), thus destroying
its cleavage activity (16), the launching activity was abolished (data not
shown). This indicates the importance of creating negative strands with
the correct viral 3-ends for virus launching in this two-vector system.
Second, we introduced a mutation (EFD) of the GDDmotif of p91 into
the polymerase plasmid. The modified plasmid failed to generate 20 S
RNA virus in this two-vector system (data not shown). This indicates
that active p91 from the polymerase plasmid is essential for virus gen-
eration. Finally, we confirmed that the virus originated from the tem-
plate plasmid (pRE805). The 20 S RNA genome in pRE805 was tagged
with a unique SmaI site by a silent mutation (1476T3G, numbered
from the 5-end of the positive strand), whereas the viral genome in the
polymerase plasmid (pRE787) had no SmaI sites. From RNA isolated
from the plasmid-cured cells, we amplified a cDNA fragment of 842 bp
encompassing the SmaI site by RT-PCR. We also amplified the corre-
sponding fragment fromendogenous 20 SRNAvirus as a control.When
these fragments were digested with SmaI (Fig. 5C), the cDNA from the
launched virus was digested completely, whereas the cDNA from the
endogenous virus was totally resistant to the enzyme. Therefore, these
results demonstrate that the virus was derived from the negative strands
transcribed from the template plasmid (pRE805).
Using this two-vector system, we examined the role of the 3-termi-
nal four Cs of the negative strand in viral replication. We introduced a
single mutation (C to A) at each position in the row of four Cs in the
template plasmid. As shown in Fig. 6, themutation at the third or fourth
C from the 3-end abolished the generation of 20 S RNA virus, whereas
changing the 3-terminal or penultimate C to A did not affect the gen-
eration of 20 S RNA virus. Consistently, up to two Cs could be elimi-
nated from the 3-end in the vector without any effects on virus gener-
ation (Fig. 6) (data not shown). These results indicate that the third and
fourth Cs from the 3-end of the negative strand are essential for 20 S
RNA virus replication, whereas the 3-terminal or penultimate C is
dispensable for virus launching. We isolated viral RNAs from plasmid-
cured cells and determined their 3-end sequences by 3-RACE (TABLE
TWO).Amutationat thepenultimateC(pLOR-2)ordeletionof the3-ter-
minal nucleotide (pLOR-4) introduced into the vectorwas corrected to the
wild-typeC in the generated viruses. Therefore, the cluster of fourCs at the
3-end of the negative strand is again a 3-cis-signal for replication (or part
of it), and thevirus alsohas a repairmechanism(s) to correctlymaintain this
3-end. Interestingly, we observed that negative strands cloned after
3-RACE possessed an extra G at the 3-ends at high frequencies (50% in
some cases). Positive strands cloned from the same RNA preparations had
an extra G at the 3-ends but atmuch lower frequencies. At present, we do
not know the biological significance of this observation.
DISCUSSION
In thiswork,we have described the generation of 20 SRNAvirus from
a vector by expressing the viral RNA in vivo. The RNA can be either the
positive or negative strand of the 20 S RNA genome. In the latter case,
active p91 needs to be provided in trans from a second vector. Once 20
S RNA virus is generated, however, the virus does not require these
vectors any longer and can be propagated autonomously. Because 20 S
RNA virus does not confer any phenotypic changes on the host, it has
been impossible to perform comprehensive genetic analysis on this
virus. Therefore, these launching systems have allowed us to carry out
reverse genetics to determine and analyze cis-acting signals necessary
for replication present not only in the positive strand but also in the
negative strand of the viral genome.
Host Strains—During the course of experiments launching 23 S RNA
virus from a vector, we happened to obtain 20 S RNA-cured cells. Inter-
ference in viral replication by defective interfering particles or by other
viruses is well known among DNA and RNA viruses. In yeast, L-A and
L-BC double-stranded RNA viruses can be eliminated from the cells by
transcribing L-A and L-BC positive strand RNAs, respectively, from a
vector (27, 28). Although 20 S and 23 S RNA viruses are compatible in
the same host and do not exclude each other, their copy numbers in
logarithmically growing cells are extremely low compared with those
under induction conditions (nitrogen starvation). Therefore, overex-
pression of 23 S RNA or its gene product (p104) from a vector in grow-
ing cells may have taken up a hypothetical limiting cellular factor shared
by 20 S and 23 S RNA viruses necessary for replication or for stable
transmission to daughter cells. We have not yet determined the fre-
quency of exclusion, but it appears to be quite low.
FIGURE 6. Effects of mutations at the 3-end of the negative strand on virus gener-
ation. A, shown are the nucleotide sequence of the last 25 nucleotides of the 3-end
region of the 20 S RNAnegative strand and its predicted secondary structure. The rowof
four Cs at the 3-end and the threenucleotides complementary to the initiation codonof
p91 are boxed. B, themutations introduced in the template plasmid are shown. Each C in
the row of four Cs at the 3-end was changed to A (●) (1–4). A single C was also deleted
(_) from the 3-end (5). The diagrams show the expected 3-end sequences of the tran-
scripts generated after ribozyme cleavage. C indicates the wild-type control. C, cells
containing the polymerase plasmid (lane C) were transformed with the template plas-
mids (lanes 1–5) modified as described for B. RNA was isolated from transformants, and
20 S RNA was detected by Northern blotting as described in the legend to Fig. 1A using
a positive strand-specific probe. dsRNA, double-stranded RNA.
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p91 Is Essential—When the GDD sequence in p91 was changed to
EFD in the vector, the modified launching plasmid failed to generate 20
S RNAvirus. Crystallographic studies have demonstrated that RNA-de-
pendent RNA polymerases of RNA viruses, like DNA-dependent DNA
or RNA polymerases or reverse transcriptases, form tertiary structures
resembling a right hand (29–31). The four amino acid motifs well con-
served among RNA-dependent RNA polymerases, including the GDD
motif, are located within a subdomain called the palm. The first aspartic
acid residue of the GDD motif coordinates two Mg2 ions, which are
essential for the catalytic activity in polymerization. Therefore, the fail-
ure of the EFDmutant to generate 20 S RNA virus is due to destruction
of the catalytic site of RNA polymerization in p91. Short stretches of
amino acids flanking the GDD motif form a -hairpin structure with
GDD in the hairpin loop. p91 and p104 polymerases share the same
eight-amino acid sequence (R(V/I)CGDDLI) surrounding the GDD
motif with one mismatch. When the mismatched Val in p91 was
changed to Ile, thusmaking the eight-amino acid stretch identical to the
one in p104, p91 tolerated this change, and 20 S RNA virus was gener-
ated from themodified vector. Previously, we found that 23 S RNAvirus
also tolerates the reverse change (Ile to Val) in the same stretch in p104
(16). Because these aliphatic amino acids are favored for -sheet forma-
tion, these exchanges apparently do not significantly affect the overall
structure of each polymerase. These results indicate the potential use-
fulness of the launching systems of 20 S and 23 S RNA viruses for
structure-function analysis of these polymerases. Furthermore, as p91
and p104 also form ribonucleoprotein complexes with their cognate
viral RNAs, these launching systems will be powerful tools for assigning
and analyzing domains with distinct functions in these polymerases.
Positive Strand 3-cis-Signal—In this work, we developed two
launching systems to generate 20 S RNA virus in vivo: one from the
genomic strands and the other from the antigenomic strands. The for-
mer system is similar to the one established previously to generate 23 S
RNA virus (16). Using this launching system, we analyzed 3-cis-signals
for replication present in the 20 S RNA positive strand. 20 S and 23 S
RNA viruses share the same five-nucleotide inverted repeats at both
termini (5-GGGGC . . . GCCCC-OH). Our results indicate that the
third and fourth Cs from the 3-end of the positive strand are essential
for replication, whereas the terminal and penultimate Cs are dispensa-
ble, at least for virus launching. In the latter cases, however, we found
that the viruses regained the wild-type four Cs. Thus, 20 S RNA virus,
like 23 S RNA virus, has an efficient repair mechanism(s) for the viral
3-ends, and the stretch of four Cs at the 3-end of the 20 S RNApositive
strand is essential for replication. In contrast to these terminal four Cs,
the fifth G is not essential; however, it needs to be hydrogen-bonded
with the nucleotide at the other side of the stem (Fig. 4). There are two
probable explanations for this. 20 S and 23 S RNA viruses are closely
related but independent replicons. Therefore, their replicationmachin-
eries have to discriminate each other and recognize their own RNA
template for replication. 23 S RNA virus has a bipartite 3-cis-signal that
consists of a stretch of four Cs at the 3-end and a mismatched pair of
purines in a stem-loop structure adjacent to the 3-end (Fig. 7). In 23 S
RNA virus, the fourth C from the 3-end is hydrogen-bonded and
located at the lower edge of the stem structure. Therefore, the replica-
tion machinery of 20 S RNA virus may recognize a stretch of single-
stranded four Cs at the 3-end flanked by a stem structure at the 5-side
without a spacer as a cis-signal for replication. Alternatively, 20 S RNA
virusmay also have a bipartite 3-cis-signal with the second site yet to be
located in the stem-loop structure adjacent to the 3-end. Thus, elimi-
nation of the hydrogen bonding at the lower edge of the stemmay alter
FIGURE 7. Comparison of the 3-terminal secondary structures in the positive and
negative strandsof20Sand23SRNAviruseswith the tophalf-domainof tRNA.The
non-templated As at the viral 3 termini are indicated by parentheses. The 3-cis-acting
signals for replication identified in this work present in the positive and negative strands
of 20SRNAvirus areboxed. Thebipartite 3-cis-signal present in thepositive strandsof 23
S RNA virus is also boxed and circled. The top half-domain of eukaryotic tRNATyr was
derived from Sprinzl et al. (43). Y, R, and N stand for pyrimidine, purine, and any base,
respectively.
TABLE TWO
3-RACE: 3-ends of viral RNA generated from negative strandmutants
Template plasmida Clones Negative strandb Clones Positive strandb
pLOR2 (GCCAC-OH) 7 3GCCCC-OH
3GCCCC(G)-OH
1GC-OH
6 4GCCCC-OH
1GCCCC(G)-OH
1GCCC-OH
pLOR4 (GCCC_-OH) 12 6GCCCC-OH
6GCCCC(G)-OH
10 7GCCCC-OH
2GCCCC(G)-OH
1GCCC-OH
a Modifications introduced at the 3-end of the 20 S RNA negative strand in the template plasmid are underlined.
b Extra sequences found in the viral 3-ends cloned are indicated in parentheses.
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the bipartite signal by shortening the distance between the two sites or
changing their topological configuration. 23 S RNA virus did not toler-
ate a change of adding or eliminating 2 base pairs at the lower stem that
separates both sites.5
Launching of 20 S RNA Virus from Antigenomic Strands—In the sec-
ond launching system, we used two vectors to separately express the 20
S RNA antigenomic strands and the polymerase. Either vector alone
could not generate the virus. However, when these two plasmids were
introduced together into the same host, the cells generated 20 S RNA
virus. That the virus was not generated by recombination between these
two plasmids or between their transcripts is illustrated by the following
evidence. First, transcripts from these two vectors had opposite polari-
ties. Therefore, the 20 S RNAwild-type genome cannot be produced by
recombination between them. Second, the high efficiency of virus gen-
eration (as efficient as that from a single vector expressing positive
strands) suggests that the virus was not generated through rare events
such as RNA-RNA recombination. Third, when the essential GDD
motif of p91 in the polymerase plasmid was changed to EFD, the mod-
ified plasmid failed to assist virus generation. This indicates the impor-
tance of an active p91 protein rather than its DNA or RNA sequence in
the polymerase plasmid for virus generation. Fourth, when the
ribozyme GGG sequence 3 to the cleavage site was changed to AAA in
the template plasmid, thus destroying its cleavage activity, the modified
template plasmid failed to generate 20 S RNA virus. This indicates that
the negative strand transcripts need to be processed by the ribozyme to
produce correct 3-ends at the RNA termini. Finally, we found that the
viruses retained the silent mutation (1476T3G) tagged in the template
plasmid. This indicates that their RNA genome derived from the nega-
tive strands transcribed from the template plasmid. This also eliminates
the possibility that the 4C3Amutation in the polymerase plasmid was
rescued by recombination between the two plasmids. Because the GDD
motif and the silent mutation were separated by only 85 nucleotides in
the viral genome, such recombination should also efficiently rescue the
EFD mutation in the polymerase plasmid.
Using this two-vector system, we found that the third and fourth Cs
from the 3-end of the negative strand are essential for replication. The
3-terminal and penultimate Cs were dispensable for virus launching;
however, the generated viruses regained the wild-type Cs at these posi-
tions. Therefore, the cluster of four consecutive Cs at the 3-end of the
negative strand is again a 3-cis-signal for replication or part of it.
3-End Repair and Viral Persistence—20 S RNA virus can repair
mutations introduced at the terminal or penultimate position from the
3-end or deletion of up to two nucleotides from the 3-end in the
positive or negative strand. Likewise, the addition of three extra Cs to
the 3-end of the positive strand did not affect virus launching, and the
virus generated possessed the wild-type termini without these extra
nucleotides. Therefore, 20 S RNA virus has a mechanism(s) to maintain
not only the correct sequence but also the correct length of the viral
3-ends. Interestingly, the addition of three extra Gs reduced the effi-
ciency of virus generation, although the virus generated did not retain
these extraGs at the 3-end.Weobserved previously that the addition of
a row of eight Gs to the 5-end of the 23 S RNA cDNA genome reduces
the generation of 23 S RNA virus from a launching vector (16). How-
ever, the addition of eight Cs does not have such an effect. It is known
that oligo G tracts inhibit the progression of 5- and 3-exonucleases in
yeast (32, 33). This is thus consistent with the idea that the 5- and
3-non-viral sequences in the transcripts after ribozyme cleavage were
eliminated by host exonucleases. The launching vectors expressing 20 S
RNA positive and negative strands contained non-viral sequences of 42
and 41 nucleotides, respectively, between the major transcription start
site and the 5-end of the viral genome. Although these extra sequences
are almost 10 nucleotides longer than the one present in the 23 S RNA-
launching vector, we found that launching of 20 S RNA virus from these
vectors was as efficient as (or better than) the generation of 23 S RNA
virus observed previously. On the other hand, the addition of one or
three extra Gs to the 3-end greatly reduced the generation of 20 S RNA
virus. These results correlate with the fact that the SKI1/XRN1 5-exo-
nuclease is more active than the 3-exonuclease (exosome) in mRNA
degradation in yeast (34).
A mutation introduced at the 3-terminal or penultimate position
could be mended by the polymerase machinery. RNA polymerases are
known to incorporatemismatched nucleotides at high frequency. Alter-
natively, themachinery could synthesize oligonucleotides in a template-
independent manner and use these oligonucleotides as a primer to ini-
tiate complementary strand synthesis (35). Host enzymes might also be
involved in the 3-end repair. Previously, we pointed out the similarity
between the 3-end stem-loop structures present in the positive and
negative strands of 23 S RNA virus and the top half-domain of tRNA
(17). The acceptor stem and T stem of tRNA stack on each other coaxi-
ally and form a stem-loop structure with a single-stranded 3-tail
referred as the top half of tRNA (Fig. 7). The structure consists of a long
stem of 12–13 bp with a seven-nucleotide TC loop. The top half-
domain contains the determinants necessary for specific interactions
with tRNA-related enzymes, including the CCA-adding enzyme (36,
37). The positive strand of 20 S RNA virus also possesses a stem-loop
structure with a tail of four single-stranded Cs at the 3-end that resem-
bles the top half-domain of tRNA. This molecule could be a substrate of
the CCA-adding enzyme (Fig. 7). A mutation introduced at the 3-end
of the positive strandmay be excised by an exonuclease. It is known that
RNase T, a non-processive 3-exonuclease, is responsible for the end
turnover of tRNA in Escherichia coli. The progression of the cleavage by
this enzyme is blocked by consecutive Cs (38). Then, the shortened
3-end would be filled to the wild-type sequence by the CCA-adding
enzyme. Consistent with this possibility is the evidence that 20–30% of
20 S RNA positive and negative strands possessed a non-templated A at
their 3-ends when W double-stranded RNA was analyzed after pCp
labeling (39). The negative strand of 20 S RNA has a similar secondary
structure at the 3-end but with a much shorter stem (8 bp). This raises
the possibility that the negative strand is not a good substrate for the
CCA-adding enzyme. In this work, we observed that the negative
strands of 20 S RNA viruses generated from a vector possessed, at a high
frequency, a non-templated G at the 3-ends (TABLE TWO). Because
endogenous 20 S RNA virus also possesses this G in the negative strands
at high frequency,6 it is not a phenomenon related to virus generation
from a vector. In E. coli, it is known that poly(A) polymerase I and
polynucleotide phosphorylase can partially compensate for the absence
of the CCA-adding enzyme in the repair of the 3-terminal sequence of
tRNA (40, 41). Therefore, the extra G at the 3-end could be the mani-
festation that an enzymeother than theCCA-adding enzyme is involved
in the repair of the 3-end of the negative strand and that the virus
somehow tolerated this G during its replication. Alternatively, because
most of the negative strands in the lysates are present in replication
complexes engaged in positive strand synthesis (11), this G may be
involved in the replication process.
The positive strands of 20 S and 23 S RNA viruses form ribonucleo-
protein complexes with their cognate RNA-dependent RNA poly-
5 R. Esteban, M. Ramı´rez-Garrastacho, and T. Fujimura, unpublished data. 6 L. Vega, T. Fujimura, and R. Esteban, unpublished data.
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merases at a 1:1 stoichiometry and reside in the host cytoplasm. These
RNAs have no poly(A) tails and perhaps no 5-cap structures, thus
resembling degradation intermediates of mRNAs. We expect them to
be vulnerable to the exonucleases involved in mRNA turnover. This
raises the possibility that the formation of ribonucleoprotein complexes
is essential for virus persistence by protecting these RNA genomes in
the host cytoplasm. The positive strand of 23 S RNA virus possesses the
bipartite 3-cis-acting signal for replication (Fig. 7). Previously, we found
that the bipartite 3-signal is also important for the formation of a com-
plex between the 23 S RNA genome and its RNA-dependent RNA
polymerase, p104 (18). The mismatched pair of purines and the third
and fourth Cs from the 3-end are essential for this activity. A mutation
at the penultimate position slightly reduced the activity, whereas amod-
ification at the 3-terminal C did not affect the formation of the com-
plex. These results suggest that p104 directly interacts with the third
and fourth Cs from the 3-end and protects the viral RNA from exo-
nucleases. The terminal and penultimate nucleotides at the 3-end may
be accessible to the 3-repair machinery. As demonstrated in this work,
the stretch of fourCs at the 3-end in the 20 SRNApositive strand is also
a cis-acting signal for replication. Based on analogy to 23 S RNA virus,
we expect that p91 interacts with the third and fourth Cs and protects
the viral 3-end from exonucleases. Because the negative strands are
replication intermediates, they also need to be protected in the cyto-
plasm.The negative strands of 20 SRNAvirus also form complexeswith
p91, as anti-p91 antiserum can immunoprecipitate the negative strands
from cell lysates (42). It is likely that the stretch of four Cs at the 3-end
in the negative strand is also involved in the formation of complexes
with p91.
The 20 S RNA genome contains only 12 nucleotides in the 3-non-
coding region (Fig. 3). This makes the comprehensive analysis of the
3-cis-acting signals (for replication or for complex formation) quite
difficult withoutmodifying the amino acid sequence of p91.As shown in
thiswork, however, p91 can act in trans to generate 20 SRNAvirus from
two vectors. Therefore, it will be possible to develop an in vivo system to
analyze these cis-acting signals by separately expressing the viral RNA
and the polymerase p91 from two vectors. These experiments will pro-
vide information essential to understanding the molecular basis of nar-
navirus replication and its persistence in yeast.
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20S RNA Narnavirus Defies the Antiviral Activity of SKI1/XRN1
in Saccharomyces cerevisiae *□S
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20S RNA virus is a persistent positive strand RNA virus found
in Saccharomyces cerevisiae. We previously observed that the
virus generated in vivo from a launching vector possessed the
correct RNA termini without extra sequences. Here we present
evidence that the SKI1/XRN1 5-exonuclease plays a major role
in the elimination of the non-viral upstream sequences from the
primary transcripts.The virus, once generated, however, is fairly
unaffected by overexpression or deletion of SKI1/XRN1. By con-
trast, the copy number of the L-A double-stranded RNA virus in
the same host is greatly increased by the deletion of SKI1/XRN1,
and overexpression of the gene cured L-A virus from the cells at
a high frequency. 20S RNA virus, unlike L-A virus, has a strong
secondary structure at its 5-end: the first fournucleotides areG,
and they are buried at the bottom of a long stem structure, fea-
tures known to inhibit the SKI1/XRN1 5-exonuclease progres-
sion. Mutations that weakened the 5-stem structure made 20S
RNA virus vulnerable to SKI1/XRN1. These results, together
with the data on L-A virus, indicate a strong anti-RNA virus
activity of SKI1/XRN1. Given that 20S RNA virus resides and
replicates in the cytoplasm without a protective capsid, our
results suggest that the strong secondary structure at the 5-end
is crucial for the 20S RNA virus to evade the host SKI1/XRN1
defense.
Narnavirus 20S RNA is one of the simplest positive strand
RNA viruses found in nature. The small genome (2514 nucleo-
tides (nt)3)onlyencodesasingle91-kDaprotein (p91), theRNA-
dependent RNA polymerase (1–3). Despite its simplicity, the
virus prospers and is widespread among laboratory strains of
the yeast Saccharomyces cerevisiae as a persistent virus. All the
information necessary to replicate and persist in the host is
packed within its small RNA genome. The viral genome lacks a
poly(A) tail at the 3-end (3) and has perhaps no cap structure at
the 5-end, resembling an intermediate of mRNA degradation.
The reading frame for p91 spans almost the entire length of the
genome, and there are no genes for capsid proteins. Therefore,
the RNA genome is not encapsidated into an intracellular
virion structure (4, 5). It raises the question of how the virus
avoids its RNA genome destruction by the enzymes involved in
mRNA degradation pathways.
mRNA degradation in eukaryotes usually begins with the
shortening of the poly(A) tail at the 3-end, followed by decap-
ping at the 5-end by the Dcp1p-Dcp2p-decapping enzyme (6,
7). Numerous proteins (Lsm1p-7p, Pat1p, Dhh1p, etc.) are
known to assist this reaction. Then, the decapped RNA is
degraded by the XRN1 5-exonuclease. Alternatively, deadeny-
lated RNA is digested by a multiprotein complex with 3-exo-
nuclease activity called the exosome (8, 9). In yeast, the XRN1
5-exonuclease plays a major role in mRNA degradation.
Although xrn1 mutants exhibit pleiotropic phenotypes, com-
mon 5-exonuclease motifs (motifs I–III) are identified in
Xrn1p, and mutations of two critical residues in motif II
(D206A,D208A) abolish the 5-exonuclease activity rather spe-
cifically without affecting functions unrelated to RNA turnover
(10). The enzyme digests the RNA processively in the 5 to 3
direction (11), and its progression is inhibited by a G tract or by
a strong secondary structure on the RNA (12, 13). A genetic
approach has identified several chromosomal SKI genes affect-
ing the double-stranded RNA (dsRNA) virus L-A and its satel-
lite RNA M (14, 15). Recessive mutants of these genes exhibit a
super-killer phenotype due to the derepressed production of a
toxin encoded on the satellite RNA. SKI1 and XRN1 have been
assigned to the same gene (16), suggesting that a higher toxin
production in this mutant is due to the stability of viral RNA
that has neither 5 cap structure nor a 3 poly(A) tail.
Although the 20S RNA virus has no capsid protein, the viral
genome does not exist as naked RNA in cells. Instead, it forms a
ribonucleoprotein complex with p91 in a 1:1 stoichiometry and
resides in the cytoplasm (5, 17). This raises the possibility that
formation of complexes contributes to the stability of the 20S
RNA genome in the cell. Recently, we have analyzed p91 in the
complex and found that p91 interacts with 20S RNA at the 5-
and 3-end regions and, to a lesser extent, at the central region
as well (18). Mutations in the 5 or 3 cis sites reduced the
formation of complexes to a basal level (10% comparedwith the
full activity), and a combination of them did not further reduce
the activity. This suggests that the interactions of p91 at both
sites are coordinated and that the central cis site is responsible
for the basal level of complex formation. Further study indi-
cated that the 3 cis site is identical to or overlaps with the 3 cis
signal for replication (Fig. 1A). Especially, the third and fourth
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60057 from the Spanish Ministry of Education and Science. The costs of
publication of this article were defrayed in part by the payment of page
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nucleotides (both are C) from the 3-end are essential for both
replication and formation of complexes. By contrast, mutations
at the 3-terminal or penultimate position did not affect either
activity. Furthermore, viruses recovered from the latter exper-
iments had regained the wild-type nucleotide C by replacing
the modified nucleotide at the terminal or penultimate posi-
tion. This suggests that, although the 3-terminal and penulti-
mate nucleotides may be removed for repair, such nibbling
would not go further inside because of p91 binding. In contrast
to the 3 cis site, the 5 cis site for complex formation is located
not at the very 5-terminus but at the second stem-loop struc-
ture (nt 72–104) from the 5-end (Fig. 1A) (18). The terminal
region (nt 1–71) forms an intricate secondary structure, and the
terminal nucleotide is buried at the bottom of a long stem (Fig.
1B). This stem also contains the initiation codon for p91. If p91
bound to the first stem structure, it is feasible that this binding
might interfere with p91 translation from the initiation codon.
In this work, we show that the 20S RNA virus is quite resist-
ant to the SKI1 5-exonuclease because of the secondary struc-
ture at the 5-end of the genome. Weakening the 5-terminal
stem structure made the virus susceptible to SKI1. By contrast,
L-A virus has no strong secondary structure but an AU-rich
sequence at the 5-end of the positive strand (Fig. 1C) and can
easily be eliminated from the cells by overexpression of SKI1.
These results indicate that the SKI1 5-exonuclease plays a crit-
ical role in defense against RNA viruses. During the course of
reverse genetics using the in vivo 20S RNA virus launching sys-
tem, we observed that the 5-exonuclease activity of Ski1p plays
a major role in removing non-viral upstream sequences from
primary transcripts containing the 20S RNA genome. DHH1
was also found to be involved in this process. Our 20S RNA
virus launching system thus provides a convenient method to
analyze mRNA processing in vivo.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Strains andMedia—20SRNA-negative strain 2928-4 (a ura3
trp1 his3, 20S RNA-o, 23S RNA-o, L-A-o) has been described
previously (19). Standard strain BY4741 (a ura30, leu20
his31, met150 20S RNA-o, 23S RNA-o, L-A) and a haploid
deletion series (BY4741 background) from the yeast knockout
collection were a kind gift from Dr. J. L. Revuelta (Salamanca).
For cytoplasmic mixing experiments (cytoduction), we used
strain 1101 ( kar1-1, his4, L-A, M1, 20S RNA) (20). L-A-o
derivatives of the strains were constructed during this work by
overexpression of the SKI1 gene. Cells were grown in rich
YPAD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 0.04% adenine
sulfate, and 2% glucose) or synthetic medium deprived of uracil
or histidine, or both (21). Induction of 20S RNA virus under
nitrogen starvationwas performed as described previously (22).
Genetic Methods—Standard methods for yeast genetics were
used (23). Cytoduction was carried out using a strain carrying
the karyogamy-deficient kar1-1 mutation (24).
Pull-down Assay—Immunoprecipitation of ribonucleopro-
tein complexes with anti-p91 antiserum, RNA extraction, slot-
blotting, and detection by Northern hybridization were
described previously (18). Titration of 20S RNA transcripts in
complexwith p91 or in the lysates is shown in supplemental Fig.
S1. Hybridization with the [-32P]ATP-labeled oligodeoxy
probe RE365, that was complementary to nt 1–22 of the 20S
RNA genome, was done as described (25). The oligonucleo-
tide RE368 (5-CCTCATAAAACTGATACGAGCTTCTG-
CTATCC-3) was used to detect 25S rRNA.
In VitroMutagenesis—Site-directed in vitromutagenesis was
done as described (26). Mutations were confirmed by DNA
sequencing.
Northern Hybridization—Cells were broken with glass beads
as described previously (18). Phenol-extracted lysates were sep-
arated in a native agarose gel, denatured in the gel, blotted, and
hybridized with 32P-labeled RNA probes as described (27). To
analyze SKI1 transcripts, RNA samples were separated in a
formaldehyde-containing denaturing gel (28) instead of using a
native agarose gel. 32P-labeled probes to detect 20S RNA and
L-A positive strand genomes were made by T3 run-off tran-
scription using SmaI-digested pALI18 (complementary to the
full sequence of 20SRNA) andPvuII-digested pRE687 (comple-
mentary to nt 1323–1786 of L-A), respectively. The SKI1 spe-
cific probe was T3 run-off transcripts from SpeI-digested
pRE908 thatwere complementary to the secondhalf of the SKI1
FIGURE 1. Terminal regions of the 20S RNA genome and the L-A positive
strand. A, secondary structures in the 5- and 3-terminal regions of the 20S
RNA genome. The 5 stem-loops I and II and cis sites for replication and for-
mation of complexes at the 5- and 3-terminal regions are indicated. Nucle-
otides are numbered from the 5-end. B and C, nucleotide sequence of the
5-terminal stem-loop I of the 20S RNA genome (B) and the 5-terminal
sequenceof the L-Apositive strand (C). The initiation codons (start) for p91 (B)
and for the major coat protein of L-A virus (C) are indicated.
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gene (nt 2240–4587, numbered from the AUG initiation
codon).
Launching Plasmids—pRE763 is a derivative of the 20S RNA
launching vector pRE740previously described (19). pRE763has
a 1.1-kb fragment containing the URA3 gene inserted into the
unique EcoRV site in the TRP1 marker of pRE740. The rest of
the launching plasmids were made from pRE763 by site-di-
rected in vitro mutagenesis. The changes introduced into the
vector or 20S RNA sequence are indicated in Table 1.
Cloning of SKI1—The SKI1 gene was amplified by PCR from
strain 2928-4 with oligos RE298 (5-AATTAGGATCCAATC-
CAAACATTGTGCCCAC-3) and RE299 (5-AATTAGGAT-
CCGGTTTGCTAAGCAAAATGAG-3). The DNA fragment
(5.5 kb) contains the SKI1 open reading frame flanked by a
0.5-kb upstream sequence with the SKI1 promoter and a
0.25-kb downstream sequence with polyadenylation and tran-
scription termination signals. The PCR fragment was cloned
into the unique BamH1 site of the pRS313 centromeric vector
(29), resulting in plasmid pRE908. The cloned sequence of the
SKI1 gene was confirmed by DNA sequencing. The SKI1 over-
expression vector pRE914 was constructed as follows: A 4.7-kb
DNA fragment containing the SKI1 coding sequence was
amplified by PCR from strain 2928-4 with oligos RE296 (5-
AATTAGGATCCCAGTACGGTATGGGTATTC-3) and
RE297 (5-AATTAGGATCCGTCGTATGTTCTAAGTAGA-
3). Nucleotides corresponding to the initiation and termina-
tion codons are underlined. The amplified fragmentwas cloned
downstream of the PGK1 promoter of vector pRE910, giving
plasmid pRE914. Vector pRE910 is a derivative of pI2 (30) and
has a 1.1-kb fragment containing theHIS3marker inserted into
the unique EcoRV site, interrupting the TRP1 gene of pI2.
RESULTS
SKI1Contributes to the EfficientGeneration of 20SRNAVirus
in Vivo—Wehave recently established an in vivo launching sys-
tem for 20S RNA virus from a yeast expression vector (19). The
vector contains the entire 20S RNA cDNA sequence down-
stream of the PGK1 promoter. The hepatitis delta virus antig-
enomic ribozyme sequence is directly attached to the 3-end of
the viral genome in the vector to facilitate the creation of the
precise viral 3-end termini in the transcripts (Fig. 2A).
Although the vector contained a non-viral sequence between
the major transcription start site for the PGK1 promoter and
the 5-end of the viral genome, the virus generated had the
authentic 5-terminus without this non-viral vector sequence.
Using this launching system, we examined the effects of host
genes on virus generation. When a ski1 mutant strain was
used as a host, we found that the standard launching plasmid
failed to generate the virus (Fig. 2B, lane 4). Although this
mutant strain showed severe defects in mating and meiosis, we
found that the cells could support replication of 20S RNAwhen
the virus was introduced by a cytoplasmicmixing (cytoduction)
(not shown). Furthermore, two tetrads obtained from a cross
with a 20S RNA-carrying strain produced a 4:0 segregation of
20S RNA virus (Fig. 2C), indicating that the virus does not
require SKI1 for its replication. Because the primary transcripts
from the vector contain the 5 cap structures as well as 47 nt of
non-viral upstream sequences, we suspected that the failure in
generating virus from the standard launching plasmid was
caused by the inefficient removal of the non-viral 5 sequence
from the transcripts. When this upstream sequence was
reduced from 47 to 19 nt or to 9 nt, the vectors successfully
TABLE 1
Plasmids
A. Launching plasmids (2 M derivatives)
Name Upstream 20S RNA Ribozyme Marker
pRE763 47 nt WT Active URA3
pLOR38 19 nt WT Active URA3
pLOR35 9 nt WT Active URA3
pRE940 9 nt G69 Active URA3
pRE941 9 nt 68GG69 Active URA3
pRE948 9 nt G69 Inactive URA3
pRE949 9 nt 68GG69 Inactive URA3
pRE950 9 nt WT Inactive URA3
B. Plasmids Expressing SKI1
Name Promoter Copy number SKI1 Marker
pRS313 - Centromeric - HIS3
pRE908 SKI1 Centromeric SKI1 HIS3
pRE921 SKI1 Centromeric ski1a HIS3
pRE910 - Multicopy - HIS3
pRE914 PGK1 Multicopy SKI1 HIS3
pRE1066 PGK1 Multicopy ski1 HIS3
a ski1-D206A, D208A.
FIGURE2.The SKI1 5-exonucleasehas amajor role in the5processingof
the primary transcripts to generate 20S RNA virus in vivo. A, diagrams of
20S RNA transcripts produced in vivo from the standard launching plasmid
pRE763 or derivatives thereof. The 20S RNA genome sequence is depicted
with the bold line and numbered 1–2514. Thin lines indicate the non-viral
sequences flanking the viral genome. The hepatitis delta virus antigenomic
ribozyme sequences (R) attached to the 3-endof the viral genomeare boxed,
and the curvedarrow indicates the cleavage site. The standard launchingplas-
mid has 47 nt as the non-viral upstream sequence in the transcripts, while the
derivatives have shorter (19 and 9 nt) upstream sequences. B, ski1 strain
failed to generate 20S RNA virus from the standard launching plasmid. A SKI1
(lanes 1–3) or ski1 (lanes 4–6) strain was transformed with the standard
launchingplasmid (lanes 1 and 4) orwith aplasmidhavinga shorter upstream
sequence (19 or 9 nt) (lanes 2, 3, 5, and 6). Phenol-extracted lysates were
separated on 1.3% agarose gels and blotted onto nylon membranes. RNA on
the membranes was detected by Northern hybridization with a 20S RNA spe-
cific probe. The position of 20S RNA is indicated. C, 20S RNA virus does not
require SKI1 for its replication. RNA from one tetrad (A–D) and the parental
strains was extracted, and the viral RNA in the extracts was analyzed as
described in B. D, SKI1 on a centromeric vector complements the ski1 strain
to generate 20S RNA virus from the standard launching plasmid. The ski1
strain was first transformed with a centromeric vector alone (lane 1), or the
vector with SKI1 (lane 2), or ski1-D206A, D208A (lane 3). Then the transfor-
mantswere again transformedwith the standard launchingplasmid. 20SRNA
virus generated was detected as described in B.
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generated the virus in the ski1 strain (Fig. 2B, lanes 5 and 6). In
particular, the shortest one generated the virus almost as effi-
ciently as in the isogenicwild-type strain (Fig. 2B, lanes 3 and 6).
Translation of p91 was not affected by these modifications in
the upstream sequence (not shown). Once the virus was gener-
ated, ski1 cells could maintain it stably even after curing the
launching plasmid. Next, we amplified a 5.5-kb DNA fragment
encompassing the SKI1 gene from the wild-type strain 2928-4
and cloned it into a single copy centromeric vector. The
authenticity of the gene was confirmed by DNA sequencing.
When the ski1 strain was transformed with the vector
expressing Ski1p, now the cells could generate 20S RNA virus
from the standard launching plasmid (Fig. 2D, lane 2). Further-
more, cells transformed with the vector containing ski1-
D206A,D208A failed to generate the virus under the same con-
ditions (Fig. 2D, lane 3). These mutations are known to abolish
the 5-exonuclease activity of the gene product (10). These
results indicate that the inability of the ski1 strain to generate
the virus is indeed caused by the deletion of SKI1 and point out
the importance of eliminating the non-viral 5-upstream
sequence for virus generation. Because decapping precedes
5-exonuclease cleavage in mRNA turnover, we examined the
effects on 20S RNA virus generation of the genes involved in
mRNA decapping. Among them, we chose some components
of the Lsm1p-7p/Pat1p complex (Lsm1p, Lsm6p, Lsm7p, and
Pat1p), Dhh1p, an RNAhelicase that is necessary for the decap-
ping activity of Dcp1p-Dcp2p, and Edc1p, an enhancer of the
decapping activity (31–33). We did not test deletions of DCP1
and DCP2 because these are essential genes. Strains deleted in
LSM1, LSM6 (not shown), LSM7 (not shown), PAT1, or EDC1
could generate 20S RNA virus from the standard launching
plasmid (Fig. 3A) or from a launching plasmid with a 9-nt
upstream sequence (not shown). However, we were unable to
launch 20S RNA in the dhh1mutant from either plasmid (Fig.
3A, lane 5; and not shown). To examine whether the failure of
the dhh1 strain to generate virus is caused by the inability to
support 20S RNA replication or by its defect in RNA process-
ing, we introduced 20S RNA virus into dhh1 cells by cytoduc-
tion. As shown in Fig. 3B, cytoductants received the virus from
the donor strain and maintained it during the subsequent col-
ony isolation procedure. We observed no effects of dhh1 on
the level of 20S RNA introduced. This indicates that the dhh1
strain has no defects in supporting 20S RNA virus replication.
These results demonstrate that host genes involved in RNA
processing could affect 20S RNA virus generation in this
launching system. Therefore, it is necessary to distinguish them
from those genuinely involved in virus replication by genetic or
other means.
Differential Effects of the SKI1 Gene on Yeast RNA Viruses—
The SKI1 gene product suppresses the copy number of L-A
dsRNAvirus.We observed that the amount of L-A virus is 5–10
times higher in the ski1 strain than in the isogenic SKI1 wild-
type strain (Fig. 4A, lanes 1 and 4). SKI1 on a centromeric vector
reduced the amount of L-A to the wild-type level, while ski1-
D206A, D208A showed no such suppressive activity (Fig. 4A,
lanes 2 and 3). We subcloned the SKI1 open reading frame into
a 2 M based multicopy vector, downstream of the constitutive
PGK1 promoter. The expression of the SKI1 transcripts is at
least 50 times higher than that from the centromeric vector or
from the single gene in the yeast chromosome (Fig. 4B). When
FIGURE 3. Effects of genes involved in mRNA decapping on 20S RNA
launching.A, control strainBY4741 (lane1) or a straindeleted in LSM1 (lane2),
PAT1 (lane 3), EDC1 (lane 4), or DHH1 (lane 5) was transformed with the stand-
ard launchingplasmid. 20S RNAvirus generatedwasdetected as described in
the legend to Fig. 2B. B, 20S RNA virus was introduced from strain 1101
(Donor) into a dhh1 strain (Recipient) by cytoduction. 20S RNA in two cyto-
ductants and in the donor and recipient strains was analyzed as described in
Fig. 2B. Ethidium bromide staining of the gel is also shown (EtBr). The posi-
tions of 20S RNA and 25S and 18S rRNAs are indicated.
FIGURE 4. The SKI1 5-exonuclease has a strong anti-L-A virus activity.
A, suppressionof L-A virus by a single-copyof the SKI1gene. L-A viral RNAwas
extracted and analyzed as described in the legend to Fig. 2B except that an
L-A positive strand specific probe was used. Lane 1, ski1 strain; lane 2, ski1
strainwith ski1-D206A,D208A inacentromeric vector; lane3, ski1 strainwith
SKI1 in a centromeric vector; lane 4, SKI1 strain BY4741. B, expression of SKI1
transcripts froma centromeric or amulticopy vector. RNAwas extracted from
late logarithmic phase cells and separated in a denaturing agarose gel. After
blotting, SKI1 transcripts were detected with a SKI1 specific probe. The lower
panel is overexposed to reveal SKI1 transcripts from a single copy gene. Lane
1, SKI1 strain BY4741; lane 2, ski1 strain; lane 3, ski1 strain transformed with
a SKI1 centromeric vector; lane 4, ski1 strain transformed with a SKI1 multi-
copy vector. C, curing of L-A virus by SKI1 overexpression. A ski1 strain was
transformed with a SKI1-overexpressing multicopy vector (lanes 3–12) or the
vectorwith ski1-D206A,D208D (lane 2). L-A viruswas analyzed asdescribed in
A. Lane 1, the non-transformed ski1 strain.
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the ski1 strain was transformed with the SKI1 multicopy vec-
tor, the transformants lost the L-A virus at a high frequency (7
of 10) (Fig. 4C, lanes 3–12). We confirmed the loss of L-A virus
by curing the plasmid. By contrast, transformants with the vec-
tor alone (not shown) orwith ski1-D206,D208A retained a high
amount of L-A virus as the original non-transformed cells (Fig.
4C, lanes 1 and 2). These results demonstrate a strong anti-L-A
virus activity of the SKI1 5-exonuclease. We also analyzed the
effects of SKI1 on 20S RNA virus. Because the copy number of
L-A virus is very high in the ski1 strain, its presence affects the
copy number of 20S RNA in the same cell, perhaps by compet-
ing for resources such as nucleotide precursors, energy, etc. In
the following experiments, therefore, we used an L-A-o strain.
SKI1 on the centromeric vector had almost no effect on 20S
RNA virus, and SKI1 even on themulticopy vector only slightly
reduced the amount of 20S RNA virus (Fig. 5A). In the latter
case, we did not observe any segregation of 20S RNA-free col-
onies. In contrast to L-A virus, therefore, 20S RNAvirus is quite
resistant to SKI1.
The 5-Terminal Structure Contributes to Resistance of 20S
RNA Virus to SKI1—We wondered why 20S RNA and L-A
viruses differentially respond to the SKI1 5-exonuclease. The
dsRNA genome of L-A virus is encapsidated into intracellular
viral particles. Isolated particles protect the RNA genome from
RNase A treatment (27). EM studies indicated that the capsid
has holes with a size large enough for newly synthesized tran-
scripts to pass through into the cytoplasm, but too small for the
entry of globular proteins (34, 35). Thus, it is the non-encapsi-
dated cytoplasmic stage of L-A positive strand transcripts that
appears to be vulnerable to the 5-exonuclease.
The 5-terminal region of the L-A positive strand contains an
AU-rich sequence and does not show strong secondary struc-
tures (Fig. 1C). By contrast, 20S RNA has a strong secondary
structure at the 5-end, and the 5-terminal nucleotide is buried
at the bottom of the stem (Fig. 1B). Furthermore, the first four
nucleotides at the 5-terminus are G. It is known that oligo G
tracts and strong secondary structures inhibit the progression
of the 5 SKI1 exonuclease (13, 36).We therefore, hypothesized
that this strong secondary structure contributes to the insensi-
tivity of 20S RNA virus to SKI1 suppression. To examine this
hypothesis, we introduced mutations in the launching plasmid
to destabilize the 5-end structure of the 20S RNA genome.
Because the ski1 strain failed to generate 20S RNA virus from
the standard launching plasmid (Fig. 2B), we used the plasmid
having a shorter (9 nt) non-viral upstream sequence. The first
mutant plasmid (G69) contains a single substitution at the posi-
tion 69 (C to G) and creates a single mismatch at the lower part
of the stem (Fig. 6A). This mutation does not alter the amino
acid sequence of p91. The second plasmid (68GG69) harbors
two substitutions (68UC69 toGG), destabilizing the stemmore
profoundly and encodes p91 modified at codon 19, from wild-
type Val to Gly (Fig. 6A). We transformed the SKI1 strain with
these plasmids as well as with the control plasmid having the
wild-type 20S RNA sequence. Transformants with the first
plasmid (G69) generated 20S RNA virus, but its amount was
less compared with the control (Fig. 6B, lanes 1 and 2). Their
ratio remains similar after curing the plasmid (not shown), indi-
cating that the virus with this mutation is less stable. More
significantly, the second plasmid (68GG69) failed to generate
virus (Fig. 6B, lane 3). Because this second plasmid encodes a
modified p91, its failure to generate virus could be attributed to
the amino acid change (V19G) in the protein. To eliminate this
possibility, the following two experiments were carried out.We
previously showed that transcripts containing the 20S RNA
negative strand genome did not generate virus because p91,
essential for replication, could not be decoded from them.
When an active p91 was provided from a second vector, the
negative strand transcripts generated 20S RNA virus (19). We
introduced the V19G mutation into the p91 coding sequence
on the second vector and found that the modified p91 could
generate virus from the negative strand transcripts (not
shown), indicating that the protein is capable of, at least, a first
round of positive strand synthesis. More direct evidence comes
from the experiments shown in Fig. 6B, lanes 4–6. Here, a
FIGURE 5. Effects of SKI1 on 20S RNA virus. A, wild-type 20S RNA virus is
quite insensitive to SKI1 overexpression. ski1 strain carrying wild-type 20S
RNA virus was transformed with a SKI1 centromeric vector (lane 2) or with a
SKI1 multicopy vector (lane 3). Lane 1, 20S RNA virus-carrying ski1 strain
without plasmid as control. B, 20S RNA with the 69GG69 mutation becomes
sensitive to SKI1 suppression. ski1 strain carrying wild-type 20S RNA virus
(lanes 1–4) or virus with the 68GG69 mutation (lanes 5–8) was transformed
with a SKI1-overexpressingmulticopy vector (lanes 3, 4, 7, and 8) or the vector
alone (lanes 1, 2, 5, and 6). Two transformants from each experiment were
analyzed. 20S RNA was detected as described in the legend to Fig. 2B. The
lower panel shows 25S and 18S rRNAs stainedwith ethidiumbromide as load-
ing control. The photograph was taken before blotting. The strains used in A
and B have no L-A virus.
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ski1 strainwas transformedwith the same three plasmids.Not
only G69 but also 68GG69 mutant plasmids generated virus,
and the amounts of 20S RNA in these transformants are indis-
tinguishable from the one having the wild-type viral sequence.
We confirmed that viruses generated from G69 and 68GG69
mutant plasmids in the ski1 strain were not revertants. Viral
RNA was isolated from plasmid-cured cells, and the 5-end
regionwas amplified by reverse transcription-PCR. Sequencing
five independent cDNA clones indicated that the viruses
retained the respective mutations originally introduced in the
launching plasmids. Thus p91with theV19Gmutation is active
and has no defects in replication. Furthermore, the ski1 strain
harboring a SKI1-expressing centromeric plasmid failed to gen-
erate virus from the 68GG69 mutant plasmid and generated
virus from the G69 mutant plasmid but in a lesser amount, as
thewild-type SKI1 strain did (compare lanes 1–3 to lanes 7–9 in
Fig. 6B). Therefore, SKI1 is responsible for the instability of the
mutant viruses and in the absence of the gene product, even 20S
RNA virus with the 68GG69 mutation can propagate normally
as the wild-type virus does.
20S RNA Virus with the 68GG69 Mutation Becomes Vulner-
able to SKI1 Suppression—20S RNA virus with the 68GG69
mutation was generated from a launching plasmid in the ski1
strain but not in the SKI1 strain. Here we asked whether this
mutant virus after its generation in the ski1 strain is still sus-
ceptible to SKI1. We cured the launching plasmid from the
ski1 strain that had generated themutant virus. Then the cells
were transformed with a SKI1-expressing multicopy vector or
with the vector alone (Fig. 5B, lanes 5–8). As control, the ski1
strain with wild-type 20S RNA virus was processed similarly
(Fig. 5B, lanes 1–4). As observed earlier (Fig. 5A), wild-type
virus was only slightly affected by the overexpression of SKI1
(Fig. 5B, compare lanes 3 and 4with lanes 1 and 2). By contrast,
the mutant virus was reduced by more than 90% by SKI1 (Fig.
5B, compare lanes 5 and 6with lanes 7 and 8). Thus themutant
virus becomes more susceptible to SKI1 compared with the wild-
type virus, and this vulnerability is not related with the launching
process from a vector. These results confirm that the integrity of
the 5-end structure is critical for the virus to resist SKI1 suppres-
sion. Unlike in the case of L-A virus, however, the cells harboring
the mutant 20S RNA viruses did not produce virus-free colonies
by the overexpression of SKI1.
TheG69 and 68GG69Mutations Do Not Directly Affect the
Formation of Ribonucleoprotein Complexes between 20S
RNA and the RNA Polymerase p91—The genomic RNA of
20S RNA virus forms a ribonucleoprotein complex in vivo
with its RNA polymerase p91. We have recently shown that
p91 interacts with the RNA at the 5- and 3-end regions, and
to a lesser extent, at the central region. The 5 cis site is present
at the second stem-loop structure (nt 72–104) from the 5-end
(Fig. 1A). Because the two mutations G69 and 68GG69 desta-
bilize the 5-terminal stem-loop structure, and because they are
located close to the 5 cis site for formation of complexes, we
examined whether these mutations affect the formation of
ribonucleoprotein complexes. Transcripts containing the 20S
RNA genome with the wild-type sequence or with mutations
were expressed in vivo from a vector. TheHDV ribozyme in the
vector had been inactivated by replacingGGG3 to the cleavage
site with AAA; thus the vector could not generate the virus (19,
37). The transcripts, however, served as mRNAs to translate
p91 as well as substrates to form complexes with the decoded
p91.We analyzed 20S RNA transcripts in these complexes by a
pull-down assay using anti-p91 antiserum followed by North-
ern blot. In the ski1 strain, the antiserum immunoprecipitated
transcripts with the wild-type sequence and also with the G69
or 68GG69 mutation, and their amounts were almost indistin-
guishable (Fig. 7A, right panel). This indicates that neither
mutation affects the formation of complexes with p91. These
results are consistent with previous data (Fig. 6B) showing that
bothmutations did not affect virus generation froma launching
vector in a ski1 strain. In a SKI1 strain, however, the G69
mutation reduced the formation of complexes by 70% and the
68GG69 mutation by 90%. This may suggest that the SKI1
product directly impedes p91 to form complexes with the
mutant RNAs. However, considering that the gene product has
FIGURE 6. Mutant viruses with destabilized 5 -terminal stem structures
become susceptible to SKI1 suppression. A, 5-terminal stem structures of
WT and G69 and 68GG69 mutant 20S RNA viruses. Only the lower half of the
5-terminal stem-loop structure is shown. Nucleotides are numbered from
the 5-end. Small bars indicate the coding frame of p91 and the initiation
codon (start) is boxed. Note that the 68GG69 mutation causes an amino acid
change at codon 19 from Val to Gly (indicated with circles). The free energy of
each structure (nt 1–71) is shown. B, wild type SKI1 (lanes 1–3) or ski1 strain
(lanes 4–6), or the ski1 strain complemented with a SKI1 centromeric vector
(lanes 7–9) was transformedwith 20S RNA launching plasmids containing the
wild-type sequence (lanes 1, 4, and 7) or with the G69 (lanes 2, 5, and 8) or
68GG69 (lanes 3, 6, and 9)mutation. 20S RNAvirus generatedwas analyzed as
described in the legend to Fig. 2B.
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5-exonuclease activity and that these mutant RNAs have no
defects in forming complexes with p91 in the ski1 strain, how-
ever, a more feasible explanation is that the effects of SKI1 on
complexes are secondary. It is likely that the amount of mutant
transcripts available for formation of complexes is lower com-
pared with that of the wild-type sequence because of a greater
susceptibility of themutant RNAs to the Ski1p digestion. Alter-
natively, transcripts with the wild-type 20S RNA sequence in
the complexes aremore resistant to the Ski1p digestion by stop-
ping the enzyme at the viral 5-end, by virtue of the intact
5-terminal secondary structure, whereas the destabilized
5-terminal structures in the mutant RNAs fail to stop Ski1p
and allow the enzyme to further digest the RNA, eventually
releasing p91 from the 5 cis site. At any rate, the results suggest
that the interaction of p91 with the 5 cis site for complex for-
mation does not protect the viral 5-end from the SKI1 5-exo-
nuclease. These explanations are consistent with the following
observations. When the transcripts in the lysates (total RNA)
from the SKI1 strainwere detectedwith a full-size probe for 20S
RNA, we found no significant difference in the amounts of
mutant and wild-type RNAs (Fig. 7A, left panel). However, a 5
oligo probe complementary to the first 22 nt of the viral genome
detected 68GG69 mutant transcripts 30% less compared with
the wild-type transcripts (Fig. 7A, left panel). As expected, the
same oligo probe showed no noticeable differences between the
wild type and 68GG69 mutant transcripts in the ski1 lysates
(Fig. 7A, right panel). These results indicate that a small fraction
of 68GG69mutant transcripts lack the 5-terminal region of the
viral sequence in the SKI1 background. Finally, we confirmed
that the G69 and 68GG69mutations did not significantly affect
the expression of p91 from vectors in the SKI1 or ski1 strain
(Fig. 7B). Therefore, the decrease in the formation of complexes
with these mutant transcripts in the SKI1 strain should be
attributed to the vulnerability of themutant RNA transcripts to
the SKI1 product.
DISCUSSION
In this work we have studied the effects of SKI1 on 20S RNA
virus on two different aspects. One is on the launching process
of 20SRNAvirus from a vector and the other on the virus per se.
These effects should be clearly distinguished.
The primary transcripts from the launching vector contain
the 20S RNA viral genome flanked by non-viral sequences at
both the 5- and 3-ends. The transcripts have 5 cap structures
and poly(A) tails at their 3-ends as well. Virus generated from
the vector has no such extra sequences. Thus these sequences
must be eliminated during the launching process.
The importance of the 5-end processing for in vivo launch-
ingwas demonstrated by the failure of a ski1 strain to generate
20S RNA virus from our standard launching plasmid. 20S RNA
virus, however, does not require the SKI1 gene product for its
replication because the ski1 strain can support virus replica-
tion when 20S RNA is introduced by the cytoplasmic mixing
that occurs during mating. Furthermore, the ski1 strain suc-
cessfully generated the virus when the 5-upstream sequence in
the primary transcripts was reduced from 47 nt in the standard
launching plasmid, to 19 nt or to 9 nt. Thus, a shorter 5-up-
stream sequence is critical to generate the virus in a ski1
genetic background. Finally, a centromeric vector containing
SKI1 but not ski1-D206A, D208A complemented the defect of
the ski1 strain to generate virus from the standard launching
plasmid. These results indicate that the SKI1 5-exonuclease
plays a major role in the 5-processing of the primary tran-
scripts. In the absence of SKI1 there is still a minor activity that
is capable of eliminating a shorter 5-upstream sequence. This
suggests the involvement of a 5-exonuclease rather than an
endonuclease in the latter activity. S. cerevisiae has the essential
RAT1 gene that encodes a nuclear 5-exonuclease with a high
degree of similarity to the SKI1 enzyme (38). Recently it has
been suggested that yeast mitochondria have a 5-exonuclease
involved in apocytochrome b mRNA processing whose activity
is governed by PET127 (39). These exonucleases could be can-
didates for the minor 5-upstream processing activity found in
our launching system. The SKI1 5-exonuclease utilizes RNA
with a 5-monophosphate as substrate but cannot act on
5-cappedRNA (13). Thus the cap structuremust be eliminated
from the primary transcripts prior to the SKI1 action. Numer-
ous genes are known to promote decapping. We chose strains
deleted in genes belonging to the Lsm1p-7p/Pat1p complex,
EDC1, or DHH1. None of them except for the dhh1 strain
significantly affected virus generation from the standard
launching plasmid and also from a plasmid with a shorter
upstream sequence (9 nt). Although the dhh1 strain failed to
generate virus from either plasmid, this strain could propagate
FIGURE 7. 5-terminal mutations G69 and 68GG69 do not directly affect
the formation of ribonucleoprotein complexes and p91 translation.
A, effects of the G69 and 68GG69 mutation on the formation of ribonucleo-
protein complexes. The SKI1 (left panels) or ski1 (right panels) strain was
transformed with a ribozyme-inactivated plasmid expressing the wild-type
20S RNA sequence (WT) or 20S RNA with the G69 (G69) or 68GG69 (68GG69)
mutation. Because these plasmids have an inactive ribozyme, they do not
generate 20S RNA virus. Lysates prepared from logarithmically growing cells
were incubatedwith anti-p91 antiserum (Anti-p91) or preimmune serum (Pre-
immune). RNA was extracted from the immunoprecipitates, blotted, and
hybridized with a full-size 20S RNA probe. RNA directly extracted from the
lysates (Total RNA) was processed similarly and detected with three differ-
ent probes: a full-size 20S RNA probe (Full-size 20S RNA), a 22-nt 20S RNA
5-end oligo probe (5-end), and a 25S rRNA-specific oligo probe (25S
rRNA). 25S rRNA serves as loading control. The diagrams below illustrate
the two 20S RNA specific probes that were used. B, Western blot of p91
present in the cell lysates used in A.
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and maintain the virus when it was introduced by cytoduction.
Thus, the 20S RNA virus does not require DHH1 for replica-
tion. Similar to the case of SKI1, the DHH1 product appears to
affect the processing of primary transcripts from the plasmid.
Because Dhh1p is known to stimulate the decapping activity of
a Flag-purified Dcp1p preparation in vitro (33), our results sug-
gest that dhh1 affects the decapping activity of the Dcp1p-
Dcp2p complex more severely than do the other mutations
examined. Because the launching plasmid with the shorter
upstream sequence failed to generate the virus in a dhh1
strain, the minor 5-exonuclease activity observed in the ski1
strain appears to require decapping of the primary transcripts
prior to its action.
Concerning the 3-end, we previously observed that the
HDV ribozyme directly attached to the 3-end of the viral
genome in the vector was critical for virus generation (19). The
inactivation of the ribozyme or elimination of the ribozyme
sequence from the vector resulted in the failure of virus launch-
ing.However, insertion of a few nucleotides between the 3-end
of the viral genome and the ribozyme cleavage site did not affect
virus generation although the insertion of a G-rich sequence
noticeably reduced its efficiency. In either case, the virus gen-
erated had none of the extra sequence at the 3-end. The tran-
scription termination site for the FLP gene of the 2 M DNA is
located 0.7-kb downstream of the 3-terminus of the viral
genome in the vector. Therefore, there is an activity capable of
eliminating a short extra sequence but not a longer one from
the viral 3-end. This suggests the involvement of a 3-exonu-
clease such as the exosome rather than an endonuclease in this
process. Thus, our 20S RNA virus launching system may pro-
vide a convenient and sensitive method to analyze the process-
ing of mRNAs at the 5- and 3-ends in vivo.
Unlike its generation from a launching vector, 20S RNAvirus
does not require SKI1 for replication. The virus even shows
insensitivity to the antiviral activity of SKI1; the overexpression
of SKI1 from a multicopy vector or its deletion did not affect
20S RNAvirus significantly. It is in stark contrast to the L-A virus.
The deletion of SKI1 resulted in the derepression of L-A copy
number 5–10-fold (in the presence of the satellite RNA M1, this
effect is less evident4 because of suppression of L-A copy number
by M1 (40)). Furthermore, overexpression of SKI1 suppressed
L-A virus and generated virus-free mitotic segregants at a high
frequency. The 5-terminal region of L-A positive strand is AU-
rich and has no obvious secondary structure, whereas the 20S
RNA genome has a strong secondary structure at the 5-termi-
nus, with the terminal nucleotide buried at the bottom of a long
stem. This prompted us to hypothesize that the secondary
structure at the 5-terminus contributes to the resistance of 20S
RNA virus to the SKI1 anti-viral activity. We introduced two
mutations into the viral genome to disturb the 5-terminal
structure and tested this hypothesis. As expected these muta-
tionsmade the virus susceptible to SKI1. Especially, themutant
that had themore disturbed 5 structure (68GG69) could not be
generated from a launching vector in the SKI1 wild-type back-
ground. In a ski1 strain, however, these mutant viruses were
generated and replicated the same as the wild-type virus, indi-
cating that the SKI1 5-exonuclease is responsible for the insta-
bility of the mutant viruses in the wild-type strain. Further-
more, the 68GG69 mutant virus launched in a ski1 strain was
greatly suppressed by overexpression of SKI1, whereas thewild-
type virus was not. This indicates that the suppression of the
mutant virus by SKI1 is not related to the launching process of
the virus. We also demonstrated that these mutations had no
direct effects on translation to decode p91 or on the formation
of complexes with p91. Thus these data confirm our hypothesis
that the secondary structure at the 5-terminus is important to
protect the 20S RNA genome from the SKI1 5-exonuclease.
In a SKI1 strain the 69G and 68GG69 mutations reduced
the formation of complexes to 30 and 10% (basal level),
respectively, compared with the wild-type RNA, whereas the
same mutations did not affect the formation of complexes in
a ski1 strain. This indicates that the interaction of p91 with
the 5 cis site (nt 72–104) does not protect the viral genome
from the SKI1 5-exonuclease. Therefore, the 5-terminal sec-
ondary structure itself is accountable for the resistance of 20S
RNA virus to the Ski1p digestion. One of themajor roles for the
positive strand 20S RNA genome during its replication cycle is
to translate p91. The initiation codon of p91 is located at the
5-side of the 5-terminal stem structure (Fig. 1B). It may be
speculated that the intricate secondary structure (nt 1–71) at
the 5-terminus has dual roles: one to protect the viral genome
from 5-exonucleases and the other to promote translation of
p91 from anRNA template that appears to have no 5 cap struc-
ture. 23S RNA virus, a virus closely related to 20S RNA virus
found in the same host, also possesses a very similar secondary
structure at the 5-terminus of the 23S RNA genome (3). The
initiation codon for its RNA polymerase p104 is located in the
middle of the 5-terminal long stem. This virus is also resistant
to SKI1 overexpression.4 Therefore, the 5-terminal structure
of the 23S RNA genomemay have similar dual roles. In the 20S
RNA/p91 complex, if p91 bound to the 5-terminal structure,
then such binding might interfere with p91 translation. Sitting
on the adjacent structure (nt 72–104) instead, p91 may, by tak-
ing advantage of its proximity, sense or influence translational
events from the initiation codon. Previously, we observed a
weak protection from hydroxyl radical cleavages in the ribonu-
cleoprotein complexes at positions 61 and 62, just opposite to
the initiation codon in the 5-terminal stem (18). Progression of
the translating ribosome may displace p91 from the 5 cis site.
Although the interactions of p91 at the 5 and 3 cis sites are
coordinated, the remaining interaction with the central cis site
would prevent the complete dissociation of p91 from the viral
genome. 20S RNA virus has a single viral protein p91 and exists
as a ribonucleoprotein complex composed of the viral genome
and p91 in 1:1 stoichiometry. Through interactions at the 5,
central, and 3 cis sites, p91 may sense the current status of the
complex on translation or replication (negative strand synthe-
sis). This suggests that the ribonucleoprotein complex is not
static but dynamic in structure and function.
RNA viruses, as obligatory intracellular parasites, have to
propagate in the cell without being destroyed or neutralized by
the host defense. Here, we have shown that the SKI1 gene has a
strong anti L-A virus activity. The overexpression of the gene4 R. Esteban and T. Fujimura, unpublished results.
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product could even eliminate the virus from the cells. Although
the wild-type 20S RNA virus is quite resistant to SKI1, mutant
viruses modified at the 5-end became susceptible to SKI1 sup-
pression. Our results suggest that SKI1 is part of the host
defense against RNA viruses by virtue of its exonuclease activ-
ity. Perhaps L-A virus alleviates its deadly effects by sequester-
ing the genome into intracellular particles, whereas 20S RNA
virus has evolved such a way that the RNA genome itself
becomes resistant to the enzyme by having a strong secondary
structure at the 5-end. It was reported that in vitro transcripts
of L-A virus had diphosphates at their 5-ends (41). Our pre-
liminary data suggest that 20S RNA genome has neither a
capped structure nor a monophosphate at the 5-end.4 It
remains to be clarified whether these viral genomes are directly
subjected to SKI1 degradation or need to be processed prior to
its action.
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